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PFLANZEN. DIE EINE MODIFIZIERTE STaRKE SYNTHETISIEREN, VERFAHREN ZU IHRER 
HERSTELLUNG SOWIE MODIFIZIERTE. STaRKE 

Die vorliegende Erfindung betrifft NucleinsSuremolekUle, die 
ein StMrkekorn-gebundenes Protein codieren, sowie Verfahren 
und rekombinante DNA-MolekQle zur Herstellung transgener 
Pf lanzenzellen und Pflanzen, die eine modif izierte StSrke 
mit verSnderten Viskositiitseigenschaften und einem ver&nder-- 
ten Phosphatgehalt synthetisieren. Die Erfindung betrifft 
ebenfalls die aus den Verfahren resultierenden transgenen 
Pf lanzenzellen und Pflanzen und die aus den transgenen 
Pf lanzenzellen und Pflanzen erhSltliche StSrke. 

Das Polysaccharid Starke, das einen der vichtigsten Spei- 
cherstoffe im Pf lanzenreich darstellt, findet neben der Ver- 
vendung im Nahrungsmittelbereich auch eine breite Verwendung 
als nachvachsender Rohstoff ftir die Herstellung industriel- 
ler Produkte. Um die Anwendung dieses Rohstoff es in mog- 
lichst vielen Einsatzgebieten zu erznoglichen, ist es notwen- 
dig, eine grofie Stof fvielf alt und eine Anpassung an die je- 
weiligen Anf orderungen der zu verarbeitenden Industrie zu 
erreichen. 

Obvohl StSrke aus einen chemisch einheitlichen Grundbau* 
stein, der Glucose, aufgebaut ist, stellt StSrke keinen ein*- 
heitlichen Rohstoff. dar« Es handelt sich dabei eher um ein 
komplexes Gemisch aus unterschiedlichen MolekQlf ormen, die 
sich hinsichtlich ihres Verzveigungsgrades und des Auftre- 
tens von Verzweigungen der Glucoseketten unterscheiden. Nan 
unterscheidet insbesondere die Amylose^Stfirke, ein im we** 
sentlichen unverzveigtes Polymer aus a-1, 4-verknilpften 
Glucosemolekiilen, von der Amylopektin-Starke, die ein Ge- 
misch aus unterschiedlich stark verzweigten Glucoseketten 
darstellt, vobei die Verzweigungen durch das Auftreten von 
a-l,6-glycosidischen VerknUpfungen zustande kommen. 
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Die laolekulare Struktur der StSrke, die zu einem groBen Teil 
durch den Verzweigungsgrad, das Amy lose/ Amy lopektin- 
VerhSltnis, die durchschnittliche KettenlSnge sowie das Vor- 
handensein von Phosphatgruppen bestimmt wird, ist ausschlag- 
gebend fttr wichtige funktionelle Eigenschaften der Stfirke 
bzw. ihrer wSfirigen Losungen. Als wichtige funktionelle Ei- 
genschaften sind hierbei beispielsweise zu nennen die LSs- 
lichkeit, das Retrogradierungsverhalten , die Filmbildungsei- 
genschaften, die ViskositSt, die FarbstabilitSt, die Ver- 
kleisterungseigenschaften, d.h. Binde- und Klebeigenschaf- 
ten, sowie die KSltestabilitSt. Auch die StSrkekorngrSBe 
kann ftlr verschiedene Anwendungen von Bedeutung sein. Von 
besonderem Interesse ist insbesondere die Erzeugung von 
hochamylosehaltigen StSrken. Ferner kann eine in Pflanzen- 
zellen enthaltene modifizierte StSrke das Verhalten der 
Pflanzenzelle unter bestimmten Bedingungen vorteilhaft ver- 
andern. Denkbar ist beispielsweise eine Verringerung des 
StSrkeabbaus wShrend der Lagerung von St&rke-enthaltenden 
Organen, wie z.B. Samen Oder Knollen, yor deren weiterer 
Verarbeitung, z.B. zur Extraktion der StSrke. Ferner ist es 
von Interesse, modifizierte StSrken herzustellen, die dazu 
ftihren, daB Pflanzenzellen Oder pflanzliche Organe, die die- 
se Starke enthalten, besser zur Weiterverarbeitung geeignet 
sind, beispielsweise bei der Herstellung von "Popcorn" oder 
"Corn flakes" aus Mais oder von Pommes f rites, Chips oder 
Kartoffelpulver aus Kartoffeln. Von besonderem Interesse ist 
hierbei die Verbesserung der StSrken in der Hinsicht, daB 
sie ein reduziertes "cold sweetening" aufweisen, d.h. eine 
verringerte Freisetzung von rediizierenden Zuckern 
(insbesondere Glucose) bei einer ISngeren Lagerung bei nied- 
rigen Temperaturen . Gerade Kartoffeln werden hSufig bei Tem- 
peraturen von 4-8 "C gelagert, um den StSrkeabbau wShrend 
der Lagerung zu minimieren. Die hierbei freigesetzten redu- 
zierenden Zucker, insbesondere Glucose, fUhren beispielswei- 
se bei der Herstellung von Pommes f rites oder Chips zu uner- 
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vttnschten BrSunungsreaktlpnen (sogenannte Halliard*- 
Reaktionen) • 

Die Anpassung der aus Pflanzen isollerbaren St&rke an be- 
stimmte industrielle Vervendungszwecke erfolgt h&ufig mit 
Hilfe chenischer Modif ikationen,. die in der Regel zeit- imd 
kostenintensiv sind. £s erscheint daher vunschensvert / M5g* 
lichkeiten zu finden, Pflanzen herzustellen, die eine St&rke 
synthetisieren, die in ihren Eigenschaften bereits den An- 
forderungen der verarbeitenden Industrie entspricht. 
Herkdmmliche Wege zur Herstellung derartiger Pflanzen beste- 
hen in klassischen ZUchtungsverfahren und der Erzeugung von 
Mutanten. So vurde beispielsweise bei Mais eine Mutante er- 
zeugt, die eine StSrke mit ver&nderten ViskositStseigen- 
schaften synthetisiert (US Patentschrift 5,331,108), sovie 
eine Maissorte (waxy maize) durch Ziichtung etabliert, deren 
Starke zu nahezu 100% aus Amylopektin besteht (Akasuka und 
Nelson, J. Biol. Chem. 241 (1966), 2280-2285). Ferner sind 
bei Mais \md Erbse Mutanten beschrieben vorden, die St&rken 
mit hohem Amylosegehalt synthetisieren (70% in Mais bzv. bis 
zu 50% in Erbse). Diese Mutanten sind bisher nicht auf mole- 
kularer Ebene charakterisiert worden und erlauben somit auch 
nicht die Erzeugung entsprechender Mutanten in anderen stSr- 
kespeichernden Pflanzen. 

Alternativ kSnnen Pflanzen, die eine Stfirke mit verSnderten 
Eigenschaften synthetisieren, mit Hilfe gentechnischer Ver- 
fahren erzeugt werden. Beschrieben vurde beispielsweise in 
mehreren F&llen die gentechnische VerMnderung von Kartoffel- 
pflanzen, mit dem Ziel der Ver&nderung der in den Pflanzen 
synthetisierten StSrke (z.B. WO 92/11376; WO 92/14827). Vor- 
aussetzung fttr die Anwendung gentechnischer Verfahren ist 
jedoch die VerfUgbarkeit von DNA-Sequenzen, deren Genproduk- 
te einen EinfluB auf die St&rkesynthese , die StSrkemodif ika- 
tion Oder den StSrkeabbau haben. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, 
NucleinsciuremolekUle und Verfahren zur VerfUgung zu stellen, 
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die.es erm&gllchen, Pflanzen dahlngehend zu ver&ndern, dafi 
sie elne StSrke synthetisieren, die sich hinsichtlich ihrer 
physikalischen und/oder chemischen Eigenschaften von natUr- 
licherweise in den Pflanzen synthetisierter StSrke unter- 
scheidet, insbesondere eine hochamylosehaltige St&rke, und 
die somit fttr allgemeine und/oder spezielle Vervendungszvek-* 
ke besser geeignet ist. 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den Pa- 
tentansprttchen bezeichneten AusfUhrungsf ormen gelost. 

Die vorliegende Erfindung betrif ft . somit Nucleinsauremolektl- 

le, die eih Protein nit der unter Seq ID No. 2 angegebenen 

AminosSuresequenz codieren. Derartige Proteine liegen in den 

Plastiden pflanzlicher Zellen sowohl an Stfirkekornern gebun- 

den vor, als auch auBerhalb von Stfirkekdrnern in freier, 

d.h. laslicher Form, Die EnzymaktivitSt derartiger Proteine 

fUhrt bei Expression in E. coli zu einer erhohten Phosphory- 

lierung des in den Zellen synthetisierten Glycogens* Das Mo- 

lekulargewicht dieser Proteine liegt im Bereich von 140-160 

kd, wenn es mit Hilfe einer SDS-Gelelektrophorese bestimmt 
wird. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung Nucleins&uremole- 
kiile, die eine Sequenz mit der unter Seq ID No. l angegebe- 
nen Nucleotidabfolge, insbesondere die in Seq ID No. 1 ange- 
gebenen codierenden Region, umfassen. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls Nucleins£iuremoleka- 
le, die ein Protein codieren, das in den Plastiden pflanzli- 
cher Zellen zum Teil an StSrkekornern gebunden vorliegt, und 
die mit den oben genannten erf indungsgemSBen Nucleinsauremo- 
lekUlen hybridisieren. Der Begriff "Hybridisierung" bedeutet 
in diesem Zusammenhang eine Hybridisierung unter konventio- 
nellen Hybridisierungsbedingungen, vorzugsweise unter strin- 
genten Bedingungen, wie sie beispielsveise in Sambrook et 
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al. (1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. Aufl. 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) 
beschrieben sind. Diese Nucleinsauremolekaie, die mit den 
erf indungsgemSfien NucleinsMuremolekttlen hybridisieren, kbn- 
nen prinzipiell aus jedem beliebigen Organisnus (d.h. Pro- 
karyonten oder Eukaryonten, insbesondere aus Bakterien, Pil- 
zen, Algen, Pflanzen oder tierischen Organismen) stamxnen, 
der derartige Nucleinsfiuremolektile besitzt. Sie stammen vor- 
zugsweise aus monokotylen oder dikotylen Pflanzen, insbeson- 
dere aus Nutzpf lanzen, und besonders bevorzugt aus St&rke- 
speichernden Pflanzen. 

Nucleinsauremolekaie, die mit den erf indungsgemSSen MolekU- 
len hybridisieren, konnen z,B. aus genomischen oder aus 
cDNA-Bibliotheken verschiedener Organismen isoliert werden. 
Die Identif izierung und Isolierung derartiger Nucleins&ure- 
molektile aus Pflanzen oder anderen Organismen kann dabei un- 
ter Vervendung der erf indungsgemaBen NucleinsSuremolekUle 
Oder Teile dieser Molekttle bzv. der reversen Komplemente 
dieser MolekUle erfolgen, z.B. mittels Hybridisierung nach 
Standardverfahren (siehe z.B. Sambrook et al., 1989, Molecu- 
lar Cloning, A Laboratory Manual, 2. Aufl. Cold Spring Har- 
bor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). 
Als Hybridisierungsprobe kfinnen z.B. NucleinsSuremolekUle 
verwendet verden, die exakt die oder im wesentlichen die un- 
ter Seq ID No. 1 angegebene Sequenz oder Teile dieser Se- 
quenz aufweisen. Bei den als Hybridisierungsprobe vervende- 
ten DNA-Fragmenten kann es sich auch urn synthetische DNA- 
Fragmente handeln, die mit Hilfe der gSngigen DNA- 
Synthesetechniken hergestellt wurden und deren Sequenz im 
wesentlichen mit der der erf indungsgem&fien Nucleinsauremole- 
kttle liber einstimmt. Hat man Gene identif iziert und isoliert, 
die mit den erf indungsgemSfien Sequenzen hybridisieren, ist 
eine Bestimmung der Sequenz vrnd eine Analyse der Eigenschaf- 
ten der von dieser Sequenz codierten Proteine erforderlich. 

5 
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Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung Nucleins«uremo- 
lekUle, deren Sequenzen aufgrund des genetischen Codes dege- 
neriert sind im Vergleich zu den Sequenzen der obengenannten 
Molekttle, und die ein Protein codieren, das in den Plastiden 
pflanzlicher Zellen teilweise an StfirkekSmer gebunden vor- 
liegt« 

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls Fragmente, Derivate 
und allelische Varianten der oben beschriebenen Nucleins&u- 
renolekUle, die das oben beschriebene Protein codieren. Un- 
ter Fragmenten werden dabei Teile der NucleinsSureaolekUle 
verstanden, die lang genug sind, um das beschriebene Protein 
zu codieren. Der Ausdruck Derivat bedeutet in diesem Zusam- 
menhang, dafi die Sequenzen dieser MolekUle sich yon den Se- 
quenzen der oben beschriebenen NucleinsSuremolektlle an einer 
Oder mehreren Positionen unterscheiden und einen hohen Grad 
an Homologie zu den Sequen+zen dieser MolekUle aufveisen. 
Homologie bedeutet dabei eine SequenzidentitSt von minde- 
stens 40%, insbesondere eine IdentitSt von mindestens 60%, 
vorzugsveise Uber 80% und besonders bevorzugt ttber 90%. Die 
Abweichungen zu den oben beschriebenen NucleinsSuremolekaien 
kSnnen dabei durch Deletion, Substitution, Insertion oder 
Rekombination entstanden sein. 

Homologie bedeutet ferner, dafi funktionelle und/oder strxik- 
turelle Xquivalenz zwischen den betreffenden NucleinsSureino- 
lekUlen oder den durch sie codierten Proteinen, besteht. Bei 
den NucleinsSuremolekiilen, die homolog zu den oben beschrie- 
benen NucleinsSLuremolekUlen sind und Derivate dieser Molektt- 
le darstellen, handelt es sich in der Regel um Variationen 
dieser NucleinsSuremolekUle, die Modif ikationen darstellen, 
die dieselbe biologische Funktion ausuben. Es kann sich da- 
bei sowohl um natUrlicherweise auftretende Variationen han- 
deln, beispielsweise um Sequenzen aus anderen Organismen, 
Oder um Mutationen, wobei diese Mutationen auf natUrliche 
Weise aufgetreten sein kfinnen oder durch gezielte Mutagenese 
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eingeftlhrt wurden. Ferner kann es sich bei den Variationen 

um synthetisch hergestellte Sequenzen handeln. 

Bei den allelischen Varianten kann es sich sovohl un natiir- 

lich auftretende Varianten handeln, als auch um synthetisch 

hergestellte oder durch rekombinante DNA-Techniken erzeugte 

Varianten. 

Die von den verschiedenen Varianten der erf indungsgem&fien 
NucleinsSuremolekaie codierten Proteine veisen bestixDxnte ge- 
neinsame Charakteristika auf. Dazu k5nnen 2.B. Enzymaktivi- 
tSt, Molekulargewicht, inununologische Reaktivit&t, Xonforma* 
tion etc. gehoren, sovie physikalische Eigenschaften wie 
z.B. das Laufverhalten in Gelelektrophoresen, chromatogra- 
phisches Verhalten, Sedinentationskoef f izienten, LSslich- 
keit, spektroskopische Eigenschaften, Stabilit&t, pH- 
Optimum, Temper atur-Optimuin etc. 

Die erf indungsgenaBen Nucleinsauremolekiile kbnnen prinzipi- 
ell aus jedem Organismus stammen, der die beschriebenen Pro- 
teine exprimiert, vorzugsweise aus Pflanzen, insbesondere 
aus stSrkesynthetisierenden bzw. stSrkespeichernden Pflan- 
zen. Besonders bevorzugt sind dabei z.B. Getreidearten (wie 
Gerste, Roggen, Hafer, Weizen etc.)# Mais, Reis, Erbse, Ma- 
niok, Xartoffel usv. Ferner k6nnen sie durch dem Fachmann 
gelSufige Synthesetechniken hergestellt werden. 

Bei den erf indungsgemafien Nucleinsfiuremolekiilen kann es sich 
sovohl um DNA-, beispielsweise \xm cDNA oder genomische DNA, 
als auch um RNA-Molektile handeln. 

Ferner betrifft die Erfindung Vektoren, insbesondere Plasmi- 
de, Cosmide, Viren, Bacteriophagen und andere in der Gen«- 
technik gSngige Vektoren, die die oben beschriebenen erfin*- 
dungsgemSBen NucleinsSuremolekUle enthalten. 

In einer bevorzugten Ausf tihrungsf orm sind die in den Vekto- 
ren enthaltenen NucleinsSuremolekUle verkniipft mit regulate- 
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rischen Elenenten, die die Transkription in prokaryontischen 
Oder eukaryontischen Zellen gew&hrleisten. 

In einer weiteren Ausftihrungsform betrifft die Erfindung 
Wirtszellen, insbesondere prokaryontische oder eiikaryonti- 
sche Zellen, die mit einexn oben beschriebenen erf indungsge- 
m&fien NucleinsSuremolekai oder Vektor trans formiert und/oder 
genetisch manipuliert sind, sowie Zellen, die von solchen 
Zellen abstanunen und ein erf indungsgemfifles Nucleinsiiuremole- 
kfll Oder einen Vektor enthalten. Dabei handelt es sich vor- 
zugsveiee um bakterielle Zellen oder um Pf lanzenzellen. 

Es vrurde nun gefunden, daB das durch die erf indungsgemSBen 
NucleinsSuremolekUle codierte Protein einen EinfluB auf die 
StSrkesynthese bzw. -modif ikation hat, und eine Veranderung 
der Henge des Proteins in pf lanzlichen Zellen zu Veranderun* 
gen im StSrkemetabolismus der Pflanzen fiihrt, insbesondere 
zur Synthese von StSrken mit veranderten physikalischen und 
chemischen Eigenschaften. 

Durch die Bereitstellung der erf indungsgem&Ben NucleinsSure- 
molekttle ist es somit wSglich, mit Hilfe gentechnischer Ver- 
fahren Pflanzen herzustellen, die eine modifizierte Stiirke 
synthetisieren, die sich in ihrer Struktur und ihren physi- 
kalischen und chemischen Eigenschaften von in Wildtyp- 
Pflanzen synthetisierter StSrke unterscheidet. Hierzu werden 
die erf indungsgem&Ben Nucleins&uremolekttle mit regulator i- 
schen Elementen verknUpft, die die Transkription und Trans- 
lation in Pf lanzenzellen gewMhrleisten, und in pflanzliche 
Zellen eingebracht. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch transgene 
Pf lanzenzellen, die ein erf indungsgemSBes NucleinsSuremole- 
kUl enthalten, wobei dieses mit regulator i schen Elementen 
verknUpft ist, die die Transkription in pf lanzlichen Zellen 
gevShrleisten. Die regulator ischen Elemente sind vorzugswei- 
se heterolog in Bezug auf das NucleinsauremolekUl* 
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Die transgenen Pf lanzenzellen konnen nach dem Fachmann be- 
kannten Techniken zu ganzen Pflanzen regeneriert warden. Die 
durch Regeneration der erf indungsgemfiBen transgenen Pflan* 
zenzellen erhSltlichen Pflanzen sind ebenfalls Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung. Ferner sind Gegenstand der £r« 
findung Pflanzen, die die obenbeschriebenen transgenen 
Pf lanzenzellen enthalten. Bei den transgenen Pflanzen kann 
es sich prinzipiell um Pflanzen jeder beliebigen Pflanzen- 
spezies handeln, d.h. sovohl nonokotyle als auch dikotyle 
Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich im Nutzpf lanzen, insbe- 
sondere stSrkespeichernde Kutzpf lanzen, wie z.B. Getreidear- 
ten (Roggen, Gerste, Hafer, Weizen etc.)# Reis, Mais, Erbse, 
Maniok und Kartoffel, 

Die erf indungsgem^Ben transgenen Pf lanzenzellen und Pflanzen 
synthetisieren aufgrund der Expression bzw. zus£ltzlichen Ex- 
pression eines erf indungsgenSBen NucleinsSuremolekUls eine 
st&rke, die in Vergleich zu StSrke aus Wildtyp-Pf lanzen, 
d.h. nicht-transfomierten Pflanzen, modifiziert ist, insbe- 
sondere im Hinblick auf die ViskositSt wSBriger L&sungen 
dieser StSrke und/oder den Phosphatgehalt. Dieser ist in der 
Regel bei der StSrke aus transgenen Pf lanzenzellen bzw. 
Pflanzen erhoht, wodurch die physikalische Eigenschaften der 
St&rke ver&ndert werden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit auch die aus 
den erf indungsgemaBen transgenen Pf lanzenzellen und Pflanzen 
erhSltliche StSrke. 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Verfahren zur 
Herstellung eines Proteins, das in pflanzlichen Zellen so- 
wohl an StSrkekorner gebunden als auch in Idslicher Form 
vorliegt, bei dem erf indungsgem&Be Wirtszellen unter Bedin- 
gungen kultiviert werden, die die Expression des Proteins 
erlauben, und das Protein aus den Zellen und/oder dem Kul- 
turmedium isoliert wird. 

9 
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Ferner betrifft die Erfindung die durch die erf indungsgemS- 
fien Nucleinsauremolekttle codierten Proteine sovie Proteine, 
die durch das oben beschriebene Verfahren erhSltlich sind. 
E8 handelt sich dabei vorzugsweise um pflanzliche, kernco- 
dierte Proteine, die in den Plastiden lokalisiert sind. In 
den Plastiden liegen diese Enzyme sowohl an den St£lrkek5r- 
nern gebunden vor als auch frei. Die entsprechenden Proteine 
aus Solanum tuberosum weisen in einer SDS-Gelelektrophorese 
ein Molekulargevicht von 140-160 kd auf und fUhren bei Ex- 
pression in E. coli zu einer erh5hten Phosphorylierung des 
in den Zellen synthetisierten Glycogens. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls Antikorper, die spe- 
zifisch ein erf indungsgemSBes Protein erkennen. Es kann sich 
hierbei sowohl um monoclonale als auch um polyclonale Anti- 
kSrper handeln. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung Nucleinsauremole- 
kttle, die mit einem erf indungsgmeSBen NucleinsMuremolekttl 
spezifisch hybridisieren und eine L£inge von mindestens 15 
Nucleotiden auf weisen. Spezifisch hybridisieren bedeutet da- 
bei, daB unter konventionellen Hybridisierungsbedingungen, 
vorzugsweise unter stringenten Bedingungen, keine signifi- 
kanten Kreuzhybridisierungen mit Sequenzen auftreten, die 
fUr andere Proteine codieren. Vorzugsweise haben derartige 
NucleinsauremolekUle eine LMnge von mindestens 20, besonders 
bevorzugt von mindestens 50 und insbesondere von mindestens 
100 Nucleotiden. Verwendet werden k&nnen solche Molekttle 
beispielsweise als PCR-Primer, als Hybridisierungsproben 
Oder als DNA-MolekUle, die antisense-RNA codieren. 

Es wurde ferner gefunden, daB es moglich ist, die Eigen- 
schaften der in Pf lanzenzellen synthetisierten StSrke da- 
durch zu beeinf lussen, daB die Menge an Proteinen, die durch 
die erfindungsgemaBen NucleinsSuremolekUle codiert werden. 
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in den Zellen verringert wird. Diese Verringerung kann bei- 
spielsveise durch antisense-Expression der erf indungsgem&Ben 
Nucleins&uremolekttle, durch Expression geeigneter Ribozyne 
Oder mittels Cosuppression erfolgen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit auch DNA-* 
Molektile, die eine antisense-RNA codieren, die komplement&r 
ist zu Transkripten eines erf indungsgenSBen DNA-MolekUls. 
Komplement&r bedeutet dabei, dafi die codierte RNA nicht 100 
% komplement&r sein mufi, sondern auch ein geringerer Grad an 
Komplementarit&t ausreicht, solange sie geniigend hoch ist, 
urn bei Expression in pflanzlichen Zellen die Expression ei- 
nes erf indungsgemSBen Proteins zu inhibieren* pie transkri- 
bierte RNA ist vorzugsveise zumindest 90 % und besonders be- 
vorzugt mindestens 95 % komplement&r zu einem Transkript ei- 
nes erf indungsgem&Ben Nucleinsauremolektils* Um bei Trans- 
kription in pflanzlichen Zellen einen antisense-Ef fekt zu 
bevirken, sind derartige DNA-MolekQle mindestens 15 bp lang, 
vorzugsveise l&nger als 100 bp und besonders bevorzugt l&n- 
ger als 500 bp, jedoch in der Regel kttrzer als 5000 bp, vor- 
zugsveise kiirzer als 2500 bp. 

Ferner betrifft die Anmeldung auch DNA-HolekUle, die bei Ex- 
presssion in pflanzlichen Zellen zur Synthese einer RNA ftth- 
ren, die in den Pf lanzenzellen aufgrund eines Cosuppressi- 
ons*£ffektes eine Verringerung der Expression erf indungsge- 
m&Ber NucleinsSuremolektile hervorruft, die das beschriebene 
Protein codieren. Das Prinzip der Cosuppression sowie die 
Herstellung entsprechender DNA-Sequenzen ist beispielsveise 
ausfUhrlich beschrieben in der WO 90/12084. Derartige DNA- 
Molektile codieren vorzugsveise eine RNA, die einen hohen 
Grad an Homologie zu Transkripten der erf indungsgem&Ben 
Nucleins&uremolekiile hat. Es ist dabei allerdings nicht un- 
bedingt er f order lich, daB die codierte RNA in ein Protein 
translatierbar ist. 
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In einer weiteren Ausfdhrungsforn betrifft die vorliegende 
Erfindung DNA-MolekUle, die ein RNA-MolekUl mit Ribozymakti- 
vit«t codieren, das spezifisch Transkripte eines erfindungs- 
gemSBen DNA-MolekUls spaltet. 

Ribozyme sind katalytisch aktive RNA-MolekUle , die in der 
Lage sind, RNA-MolekUle und spezifische Zielsequenzen zu 
spalten. Mit Hilfe gentechnologischer Nethoden ist es mdg- 
lich, die Spezifitat von Ribozymen zu verandern. Es existie- 
ren verschiedene Klassen von Ribozymen. FUr die praktische 
Anwendung ait den Ziel, das Transkript eines bestininten Gens 
gezielt zu spalten, werden bevorzugt Vertreter zweier ver- 
schiedener Gruppen von Ribozymen verwendet. Die eine Gruppe 
wird gebildet von Ribozymen, die dem Typ der Gruppel-Intron- 
Ribozymen zuzuordnen sind. Die zweite Gruppe wird von Ribo- 
zymen gebildet, die als charakteristisches Strukturmerkmal 
ein sogenanntes "hammerhead" -Motiv aufweisen. Die spezifi- 
sche Erkennung des Ziel-RNA-MolekUls kann modifiziert werden 
durch Xnderung der Sequenzen, die dieses Motiv flankieren. 
Diese Sequenzen bestimmen Uber Basenpaarung mit Sequenzen im 
ZielmolekUl die Stelle, an der die katalytische Reaktion und 
somit die Spaltung des ZielmolekUls erfolgt. Da die Sequenz- 
anforderungen fUr eine effiziente Spaltung SuBerst gering 
sind, ist es im Prinzip mSglich, spezifische Ribozyme fttr 
praktisch jedes beliebige RNA-MolekUl zu entwickeln. 
Urn DNA-MolekUle her zuste lien, die ein Ribozym codieren, das 
spezifisch Transkripte eines erf indungsgemSBen DMA-MolekUls 
spaltet, wird beispielsweise eine DNA-Sequenz, die eine ka- 
talytische DomSne eines Ribozyms codiert, beiderseits mit 
ONA-Sequenzen verknUpft, die homolog sind zu Sequenzen des 
Zielenzyms. Als Sequenzen, die die katalytische Domanen co- 
dieren, kommen beispielsweise in Frage die katalytische Do- 
mSne der Satelliten-DNA des SCMo-Virus (Davies et al.. Viro- 
logy 177 (1990), 216-224) Oder die der Satelliten-DNA des 
TobR-Virus (Steinecke et al., EMBO J. li (1992), 1525-1530; 
Haseloff und Gerlach, Nature 334 (1988), 585-591). Die die 
katalytische Domfine flankierenden DNA-Sequenzen stammen vor- 
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zugsweise aus den oben beschriebenen erf indungsgemMBen DNA- 
Molekttlen. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die vorliegende 
Erfindung Vektoren, die die oben beschriebenen ONA-Molekttle 
enthalten, insbesondere solche, bei denen die beschriebenen 
DNA-MolekUle verkntipft sind mit regulatorischen Elementeh, 
die die Transkription in pflanzlichen Zellen gewShrleisten. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung Wirtszellen, die 
die beschriebenen DNA-Nolektile odetr Vektoren enthalten. Die 
Wirtszelle kann eine prokaryontische, beispielsweise bakte- 
rielle, oder eukaryontische Zelle sein. Bei den eukaryonti* 
schen Wirtszellen handelt es sich vorzugsveise lim pf lanzli- 
Che Zellen. 

Ferner betrifft die Erfindung transgene Pf lanzenzellen, die 
ein oben beschriebenes DNA-MolekQl enthalten, das eine anti-* 
sense-RNA, ein Ribozym oder eine RNA, die zu einen Cosup* 
press ions-Effekt fiihrt, codiert, wobei dieses DNA-Molekttl 
verkntipft ist mit DNA-Elementen, die die Transkription in 
pflanzlichen Zellen gewiihrleisten. Diese transgenen Pflan-* 
zenzellen konnen nach gSngigen Techniken zu ganzen Fflanzen 
regeneriert verden. Die Erfindung betrifft somit auch Fflan- 
zen, die erhSltlich sind durch Regeneration aus den be- 
schriebenen transgenen Ff lanzenzellen, sowie Fflanzen, die 
die beschriebenen transgenen Ff lanzenzellen enthalten. Bei 
den transgenen Fflanzen kann es sich wiederum um Fflanzen 
jeder beliebigen Ff lanzenspezies handeln, vorzugsweise un 
Nutzpf lanzen, insbesondere stSrkespeichernde , wie oben ange- 
geben • 

Durch die Expression der beschriebenen DNA-Molekttle, die an- 
tisense-RNA, ein Ribozym oder eine **Cosuppressions-RNA" co- 
dieren, in den transgenen Ff lanzenzellen kommt es zu einer 
Verringerung der Menge an Froteinen, die durch erf indungsge- 
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n&fle DNA-MolekUle codiert warden, die endogen in den Zellen 
vorliegen. Diese Verringerung hat Uberraschenderveise eine 
drastische VerSnderung der physikalischen und chemischen Ei- 
genschaften der in den Pf lanzenzellen synthetisierten Starke 
zur Folge, insbesondere der ViskositStseigenschaften wfiflri- 
ger Losungen dieser St&rke, des Phosphatgehaltes als auch 
der Freisetzung reduzierender Zucker bei Lagerung der Pflan- 
zenzellen oder Pf lanzenteile bei niedrigen Temperaturen . Die 
Eigenschaften der in den transgenen Pf lanzenzellen syntheti- 
sierten Starke wird weiter unten ausftlhrlich beschrieben. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit auch die aus 
den beschriebenen transgenen Pf lanzenzellen und Pf lanzen er- 
haitliche Starke. 

Ferner betrifft die Erfindung die durch die beschriebenen 
DNA-MolekUle codierten antisense-RNA-Molekaie, sowie RNA- 
MolekUle mit Ribozymaktivitat und RNA-Molekttle , die einen 
Cosuppressions-Effekt hervorrufen, die durch Transkription 

Bind. 



Bin weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Herstellung transgener Pf lanzenzellen, die ijn 
Vergleich zu nicht-transformierten Zellen eine modif izierte 
Starke synthetisieren, bei den in den Pf lanzenzellen die 
Menge an Proteinen verringert wird, die durch erf indungsge- 
mafie DNA-MolekUle codiert werden, die endogen in den Zellen 
vorliegen. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsfonn erfolgt diese Verringe- 
rung mit Hilfe eines antisense-Ef f ektes . Hierzu werden er- 
f indungsgemaBe DNA-MolekUle oder Telle davon in antisense- 
Orientierung mit einem Promoter verknttpft, der die Trans- 
kription in pflanzlichen Zellen gewahrleistet, sowie gegebe- 
nenfalls mit einem Terminationssignal, das die Termination 
der Transkription sowie die Polyadenylierung des Transkrip- 
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tes gewShrleistet. Um einen effizienten antisense-Ef fekt in 
den pflanzlichen Zellen zu gev£lhrleisten, sollte die synthe* 
tisierte antisense-RNA eine MindestlKnge von 15 Nukleotiden, 
vorzugsveise von mindestens 100 Nukleotiden und besonders 
bevorzugt von tiber 500 Nukleotiden aufweisen. Ferner sollte 
die die antisenee-RNA codierende DNA-Sequenz in bezug auf 
die zu transfornierende Pf lanzenspezies homolog sein. £s 
kfinnen jedoch auch DNA-Sequenzien vervendet verden, die einen 
hohen Grad an Homologie zu endogen in den Zellen vorhandenen 
DNA-Sequenzen aufweisen, vorzugsveise eine Homologie von 
mehr als 90%, besonders bevorzugt von mehr als 95%. 

In einer veiteren bevorzugten AusfUhrungsfom erfolgt die 
Verringerung der Menge an Proteinen, die durch die erf in- 
dungsgem^LBen DNA*MolekUle codiert werden, durch einen Ribo- 
zyin-Effekt. Die prinzipielle Wirkungsweise von Ribozynen, 
sovie die Konstruktion von DNA-MolekUlen, die derartige RNA- 
Holekttle codieren, vurden bereits oben beschrieben. Um in 
transgenen Zellen eine RNA mit Ribozymaktivitfit zu expri- 
mieren, werden die oben beschriebenen DNA-NolekUle, die fttr 
ein Ribozym codieren, mit DNA-Elementen verkniipft, die die 
Transkription in pflanzlichen Zellen gewShrleisten, insbe- 
sondere mit einem Promoter und einem Terminationssignal. Die 
in den Pf lanzenzellen synthetisierten Ribozyme ffihren zur 
Spaltung von Transkripten von erf indungsgemSfien DNA- 
Moleklilen, die endogen in den Zellen vorliegen. 

Eine weitere Moglichkeit der Verringerung der Menge an Pro- 
teinen, die durch die erf indungsgemSfien NucleinsSuremolekaie 
codiert werden, ist die Cosuppression. Gegenstand der Erf in- 
dung sind dabei auch die durch das erf indungsgem^Be Verfah- 
ren erhaltlichen Pf lanzenzellen, die dadurch charakterisiert 
sind, dafi bei ihnen die Menge an Proteinen verringert ist, 
die durch die erf indungsgemaBen DNA-HolekUle codiert werden, 
und die im Vergleich zu Wildtyp-Zellen eine modifizierte 
St&rke synthetisieren* 
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Ferner betrifft die Erfindung Pflanzen, die erhfiltlich sind 
durch Regeneration der beschriebenen Pflanzenzellen, sovie 
Pflanzen, die die beschriebenen erf indungsgenSfien Zellen 
enthalten. 

Die aus den beschriebenen Pf lanzenzellen vmd Pflanzen er- 
hSltliche St&rke ist ebenfalls Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung. Diese weist in Vergleich zu St&rke aus Wildtyp- 
Pflanzen verSnderte physikalische und chemische Eigenschaf- 
ten auf. Beispielsweise besitzt diese StSrke im Vergleich 
zur StSrke aus Wildtyp-Pflanzen einen reduzierten Phosphat- 
gehalt. Ferner zeigen wSfirige Losungen dieser StSrke veriin- 
derte Viskositfitseigenschaften. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist der Phosphatgehalt 
der beschriebenen StSrke uat mindestens 50%, vorzugsweise um 
mindestens 75% und besonders bevorzugt um inehr als 80% im 
Vergleich zu StSrke aus Wildtyp-Pflanzen verringert. 



Der besondere Vorzug der beschriebenen StSrke liegt in den 
verSnderten ViskositStseigenschaften wSflriger LSsungen die- 



Ein gangiger Test, der verwendet wird, um die ViskositStsei- 
genschaften zu bestimmen, ist der sogenannte Brabender-Test . 
Dieser Test wird durchgeftthrt unter der Verwendung eines Ap- 
parates, der beispielsweise als Viskograph E bekannt ist. 
Hergestellt und vertrieben wird dieses Instrument unter an- 
derem von der Firma Brabender OHG Duisburg (Deutschland) . 
Der Test besteht im wesent lichen darin, daB StSrke in Gegen- 
wart von Wasser zunSchst erhitzt wird, um zu bestimmen, wann 
die Hydratisierung und das Schwellen der StSrkek&rner ein- 
setzt. Dieser Vorgang, der auch als Gelatinisierung bzv. 
Verkleisterung bezeichnet wird, beruht auf der AuflSsung von 
WasserstoffbrUckenbindungen und geht einher mit einer mefiba- 
ren ViskositStszunahme der StSrkesuspension. WShrend eine 
weitere Erhitzung nach der Gelatinisierung zur vollstSndigen 
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Auflfisung der StSLrkepartikel iind einer Abnahne der viskosi* 
tat fUhrt, kommt es bei einer AbkUhlung uninittelbar nach der 
Gelatinisierung typischerveise zu einer Vi&kositStszunahme 
(siehe Fig. 3) . Das Resultat eines Brabendertests ist eine 
Kurve, die die ViskositMt in AbhSngigkeit von der Zeit an- 
gibt, vobei zunSchst eine Temperaturzunahme bis Uber die Ge- 
latinisierungstemperatur und anschlieBend eine AbkUhlung er-* 
folgt. 

Die Analyse einer Brabender-Kurve zielt in der Regel ab auf 
die Bestimxnung der Verkleisterungsstemperatur, der naximalen 
Viskositat bei Erhitzen, der Viskositfitszunahme bei AbkUh- 
lung, sowie der Viskosit&t nach dem Erkalten. Diese Parame- 
ter sind wichtige Charakteristika, die die QualitSt einer 
St&rke sovie ihre Verwendbarkeit fUr verschiedene Anwendun- 
gen bestismien. 

Die StSrke, die sich beispielsweise aus Kartof f elpf lanzen 
isolieren ISBt, bei denen durch einen antisense-Effekt die 
Menge an erf indungsgem&Ben Proteineii in den Zellen reduziert 
wurde, zeigt Charakteristika, die stark von denen abweichen, 
die stSrke zeigt, die aus Wildtyppf lanzen isolierbar ist. Im 
Vergleich zu diesen zeigt sie nur eine geringe Viskosit&ts- 
zunahme beim Erhitzen, eine geringere maximale ViskositSt, 
sowie eine stKrkere ViskositStszunahme beim Erkalten (siehe 
Fig. 3, 4 und 5) . 

In einer bevorzugten Aus fUhrungs form betrifft die Erfindung 
somit eine StSrke, deren wSfirige Ldsungen die in Fig. 4 oder 
5 dargestellten charakteristischen Viskosit&tseigenschaften 
besitzen. Die modifizierte StUrke veist, insbesondere unter 
den in Beispiel 8 a genannten Bedingungen zur Bestimmung der 
ViskositSt mit Hilfe eines Brabender-Viskosimeters , das Cha- 
rakteristikum auf, dafi w£Lhrend des Aufkochens im Vergleich 
zu WildtypstSrke nur eine geringe ViskositStszunahme er- 
folgt. Dies bietet die MSglichkeit, die erf indungsgemSBe 
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Starke zur Herstellung h&her konzentrierter Kleister zu ver- 
venden« 

Ferner weist die modifizierte Stfirke die Eigenschaft auf, 
daB es nach Erreichen der maximalen VikositSt nur zu einer 
geringen ViskositStsabnahme konuat. Dagegen kommt es bei ei- 
nem Erkalten zu einer starken ViskositStszunahne, so dafi die 
Viskositat hSher ist als die einer Starke aus Wildtyp- 
Pflanzen. 

Weiterhin ist es moglich, durch Verringerung der Menge an 
erf indungsgemaBen Proteinen in transgenen Pf lanzenzellen ei* 
ne Starke herzustellen, die bei Lagerung von Pf lanzenteilen, 
die diese Starke enthalten, bei niedrigen Temperatur en , ins- 
besondere bei 4-8 <»c, zu einer veringerten Freisetzung redu- 
zierender Zucker fiihrt iro Vergleich zu Starke aus nicht- 
transformierten Zellen. Diese Eigenschaft ist beispielsweise 
besonders vorteilhaft fttr die Bereitstellung von Kartoffeln, 
die bei Lagerung bei niedrigen Temperaturen eine veringerte 
Freisetzung von reduzierenden Zuckern aufweisen, d.h. ein 
verringertes "cold svcietening". Derartige Kartoffeln sind 
besonders gut geeignet zur Herstellung von Pommes f rites. 
Chips Oder ahnlichem, da bei ihrer Vervendung unerwUnschte 
Braunungsreaktionen (Maillard-Reaktionen) ausbleiben dder 
zxamindestens stark verringert sind. 

In einer besonders bevorzugten Ausftthrungsfona der vorlie- 
genden Erfindung wird in den transfonnierten Pf lanzenzellen 
nicht nur die Synthese eines erf indungsgemaBen Proteins re- 
duziert, sondern darttber hinaus auch die Synthese mindestens 
eines weiteren, an der sarkesynthese und/oder Modifikation 
beteitligten Enzyms. Bevorzugt sind dabei beispielsweise 
starkekorngebundene Starkesynthasen Oder Verzweigungsenzyme. 
Es wurde Uberraschend gefunden, daB Kartoffelpf lanzen, bei 
denen die Synthese des erf indungsgemaBen Proteins sowie auch 
des Verzweigungsenzyms aufgrund eines antisense-Ef f ekts re- 
duziert ist, eine Starke synthetisieren, die in ihren Eigen- 
schaften stark abweicht von Starke aus Wildtyppf lanzen. 

d5 
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Im Vergleich 2u Wildtypstarke zeigen wSBrige Losungen dieser 
nodif izierten St&rke so gut wie keine ViskositStszunahme 
beim Erhitzen oder beini Abkiihlen (vgl. Fig, 6) . 
Des veiteren zeigt eine mikroskopische Analyse der St&rke- 
kflrner vor und nach den Erhitzen deutlich, daB ia Gegensatz 
zur Wildtypstarke die Starkekorner aus derart verSnderten 
Pflanzen nicht aufgeschlossen sind, sondern ihre urspriingli- 
Che Struktur annShernd beibehalten. Es handelt sich somit urn 
eine gegeniiber dem Kochprozefi resistente StSrke. Wird von 
dieser Stfirke der Amylosegehalt bestinunt mittels der in dem 
Beispielsteil beschriebenen Methodik, so ergeben sich Anylo- 
segehalte von tiber 50 %, vorzugsweise tiber 60 % und beson- 
ders bevorzugt tiber 70 % fllr diese Stfirke. Die wSflrigen LS- 
sungen der aus diesen Pflanzen isolierbaren StSrke zeigen 
vorzugsweise die in Fig. 6 dargestellten charakteristischen 
Viskositatseigenschaften. 

Eine derartige erf indungsgemSBe hochanylosehaltige St&rke 
weist gegenUber WildtypstSrke eine Reihe von Vorteilen fttr 
verschiedene Verwendungen auf. So besitzen hochanylosehalti- 
ge Stfirken ein hohes Potential zur Nutzung in Folien und 
Filmen. Die auf der Grundlage von hochanylosehaltigen Star- 
ken erzeugten Folien und Filnie, die in weitesten Bereichen 
der Verpackungsindustrie eingesetzt verden kttnnen, besitzen 
den deutlichen Vorteil, daB sie biodegradierbar sind. Neben 
dieser Anwendung, die in wesentlichen von in klassischer 
Weise auf der Erdolchemie basierenden Polymeren abgedeckt 
wird, besitzt die Amy lose noch weitere unikate Anwendungs- 
f elder, die durch die Eigenschaft der Any lose bedingt sind, 
eine Helix zu bilden. Die von der Amylose gebildete Helix 
ist im Inneren hydrophob und auBen hydrophil. Aufgrund des- 
sen kann Amylose zur Konplexierung und molekularen Verkapse- 
lung niedermolekularer oder auch hdher molekularer Substan- 
zen eingesetzt werden. Beispiele daftlr sind: 
- die molekulare Verkapselung von Vitaminen und Wirkstof fen 
mit dem ziel des Schutzes vor Oxydation, Verf Itichtigung, 
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thermischea Abbau oder aber der ttberfiihrung in ein wSflri- 
ges Milieu; 

- die molekulare Verkapselung von Aromastof f en zur Erhohung 
der Loslichkeit; 

- die molekulare Verkapselung von DUngemitteln/Pestiziden 
zur Stabilisierung und kontrollierten Freisetzung; 

- die molekulare Verkapselung von Arzneistof fen zur Stabili- 
sierung der Dosierbarkeit und kontrollierten Freisetzung 
von RetardprSparaten • 

Eine weitere vichtige Eigenschaft von Amylose ist die Tatsa- 
che, dafi es sich um ein chirales Molekttl handelt. Aufgrund 
der Chiralitat kann es prSf erentiell nach Immobilisierung 
beispielsweise an einer Saule zur Trennung von Enantiomeren 
eingesetzt verden. 

Weiterhin vurde Uberraschend gefunden, daB Starke, die sich 
aus Kartoffelpflanzen isolieren laflt, bei denen durch einen 
antisense-Effekt die Menge an erf indungsgemSfien Proteinen in 
den Zellen reduziert wird, in Kombination mit einer Redukti- 
on der Proteine, die die enzymatische AktivitSt einer stSr- 
kekorngebundenen StSrkesynthase der Isoforxn I (GBSSI) auf- 
weisen, Charakteristika zeigt, die stark von denen abvei- 
Chen, die Stfirke zeigt, die aus Wildtyppf lanzen isolierbar 
ist. Im Vergleich zu StSrke aus Wildtyppf lanzen zeigen wSB- 
rige Losungen dieser StMrke nur eine geringe ViskositStszu- 
nahme beim Erhitzen, eine geringere maximale viskosit&t so- 
wie so gut wie keine ViskositStszunahme beim Erkalten (vgl. 
Fig. 7). Wenn von dieser StSLrke das Verh&ltnis Amylose zu 
Amylopektin bestimmt wird, zeichnet sich diese StSrke da- 
durch aus, dafi fast keine Amylose mehr nachweisbar ist. Der 
Amylosegehalt dieser Starke liegt vorzugsweise unter 5%, be- 
sonders bevorzugt unter 2 %. Die erf indungsgemSBe StSrke un- 
terscheidet sich ferner von der bekannten StSrke, die durch 
Inhibierung des GBSSI-Gens alleine mittels gentechnischer 
Verfahren in transgenen Kartoffelpflanzen erzeugt werden 
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kann. So weist diese Starke eine starke Viskositatszunahne 
beim Erhitzen auf . Die wSfirigen Losungen der erf IndungsgemS- 
fien Starke zeigen vorzugsveise die in Fig. 7 dargestellten 
charakter ist ischen Viskosit&tseigenschaf ten • Insbesondere 
unter den im Beispiel 13 genannten Bedingungen zur Beetin-- 
mung der ViskositiLt nit Hilfe eines Rapid Visco Analysers 
weist die modif izierte St&rke das Charakter istikum auf, daB 
wahrend des Aufkochens in Vergleich zur Wi IdtypstSrke , aber 
auch in Vergleich zur vaxy- StSrke nur eine geringe Viskosi-* 
tlitszunahne erfolgt. Dies bietet die M5glichkeit, die erf in* 
dungsgenciBe Starke zur Herstellung hfiher konzentrierter 
Kleister zu verwenden. Ferner weist die nodifizierte StSrke 
die Eigenschaft auf, dafi es nach Erreichen der naxinalen 
ViskositSt nur zu einer geringeren Viskositatsabnahme konnt 
sowie zu so gut wie keiner Viskositatszunahne bein Erkalten. 

M&glichkeiten zur Verringerung der Aktivitat eines Verzwei- 
gungsenzyns in pflanzlichen Zellen wurden bereits beschrie* 
ben, beispielsweise in der WO 92/14827 und der WO 95/26407. 
Die Verringerung der Aktivit&t einer st&rkekorngebundenen 
StSrkesynthase der Isofom I (6BSSI) kann unter der Verwen- 
dung von den Fachnann bekannten Methoden erfolgen, bei- 
spielsweise nittels eines ai}tisense-Ef fekts. DNA-Seguenzen , 
die eine 6BSSI aus Kartoffel codieren, sind beispielsweise 
bekannt aus Hergersberg (Dissertation (1988) Universit&t 
K51n, Visser et al. (Plant Sci. 64 (1989), 185-192) Oder van 
der Leiy et al. (Mol. Gen. Genet. 228 (1991), 240-248). 

Das erf indungsgenSfie Verfahren kann prinzipiell auf alle 
Pf lanzenspezies angewendet warden. Von Interesse sind sowohl 
nonokotyle als auch dikotyle Pflanzen, insbesondere Nutz- 
pflanzen und hierbei bevorzugt st&rkespeichernde Pflanzen, 
wie z.B. Getreidepf lanzen (Roggen, Gerste, Hafer, Weizen, 
etc.), Reis, Mais, Erbse, Maniok und Kartoffel. 
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Unter dem Begriff "regulatorische DNA-Elemente, die die 
Transkription in pflanzlichen Zellen gevahrleisten** verden 
in Rahiaen der vorliegenden Erf indung DNA-Abschnitte verstan- 
den, die die Initiation bzw. die Termination der Transkrip- 
tion in pflanzlichen Zellen ermoglichen. Zu den DNA- 
Abschnitten, die die Initiation der Transkription gewShrlei- 
sten ziihlen insbesondere Promptoren. 

FUr die Expression der verschiedenen oben beschriebenen er- 
findungsgemSBen DNA-MolekUle in Pflanzen komint im Prinzip 
jeder in pflanzlichen Zellen funktionale Promoter in Be- 
tracht. Der Promoter kann homolog oder heterolog in bezug 
auf die verwendete Pf lanzenspezies sein. Geeignet ist bei- 
spielsweise der 35S-Promotor des Caulif lower-Mosaik-Virus 
(Odell et al.. Nature 313 (1985), 810-812), der eine konsti- 
tutive Expression in alien Geweben einer Pflanze gewahrlei- 
stet und das in der WO/9401571 beschriebene Promotorkon- 
strukt. Es konnen jedpch auch Promoter en verwendet werden, 
die nur zu einem durch SuBere Einf lusse determinierten Zeit- 
punkt (siehe beispielsweise WO/9307279) oder in einem be- 
stimmten Gewebe der Pflanze zu einer Expression nachfolgen- 
der Sequenzen fUhren (siehe z. B. Stockhaus et al. , EMBO J. 
8 (1989), 2245-2251). PrSf erentiell werden Promotoren einge- 
setzt, die in den starkespeichernden Organen der zu trans- 
formierenden Pflanzen aktiv sind* Dies sind beim Mais die 
Maiskfirner, wShrend es bei der Kartoffel die Knollen sind. 
Zur Transformation der Kartoffel kann insbesondere, aber 
nicht ausschlieBlich, der knollenspezif ische B33-Promotor 
(Rocha-sosa et al., EMBO J. 8 (1989), 23-29) verwendet wer- 
den • 

Neben Promotoren kSnnen DNA-Abschnitte zur Initiation der 
Transkription auch DNA-Sequenzen enthalten, die eine weitere 
Steigerung der Transkription gewahrleisten, beispielsweise 
sogenannte Enhancer-Elemente. 

Ferner kann der Begriff "regulator ische DNA-Elemente" auch 
Terminationssignale umfassen, die der korrekten Beendigung 
der Transkription sowie der Addition eines Poly-A-Schwanzes 
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an das Transkript dienen, dem eine Fimktion bei der Stabili- 
sierung der Transkripte beigemessen wird. Derartige Elemente 
sind in der Llteratur beschrieben und sind beliebig aus- 
tauschbar. Beispiele fttr derartige Terminationssequenzen 
sind die 3 • -nichttranslatierten Regionen, die das Polyadeny- 
lierungssignal des Nopalin-Synthase-Gens (NOS-Gen) Oder des 
Octopinsynthase-Gens (Gielen et al., EMBO J. 8 (1989), 23- 
29) aus Agrobakterien umfassen, Oder die 3*- 
nichttranslatierten Regionen der Gene der Speicherproteine 
aus Sojabohne, sowie die der Gene der kleinen Untereinheit 
der Ribulo5e-l,5-Bisphosphat-Carboxyla6e (ssRUBISCO) . 

Die Einftihrung erf indungsgemSBer DNA-Molektile in pf lanzliche 
Zellen erfolgt vorzugsweise unter Vervendung von Plasmiden. 
Vorzugsweise werden dafUr Plasmide vervendet, die eine sta- 
bile Integration der eingefUhrten DNA in das pflanzliche Ge- 
noiD gewShrleisten. 

In den Beispielen der vorliegenden Erf indung wird der binSre 
Vektor pBinAR (Hdfgen und Willmitzer, Plant Sci. 66 (1990), 
221-230) vervendet. Bei diesem Vektor handelt es sich um ein 
Derivat des binaren Vektors pBinl9 (Bevan, Nucl. Acids Res« 
12 (1984), 8711-8721), der koxnmerziell erhaltlich ist 
(Clontech Laboratories, Inc., USA). 

Es ist jedoch auch jeder andere Pf lanzentransf ormations- 
vektor geeignet, in den eine Expressionskassette inseriert 
werden kann, und der die Integration der Expressionskassette 
in das pflanzliche Genoin gewShrleistet • 

Zur Vorbereitung der EinfUhrung f render Gene in hfihere 
Pflanzen stehen eine grofie Anzahl von Klonierungsvektoren 
zur Verftlgung, die ein Replikationssignal fttr E.coli und ein 
Markergen zur Selektion transf ormierter Bakterienzellen ent- 
halten. Beispiele fttr derartige Vektoren sind pBR322, pUC- 
Serien, M13mp-Serien, pACYC184 usw. Die gewttnschte Sequenz 
kann an einer passenden Restriktionsschhittstelle in den 
Vektor eingefOhrt werden. Das erhaltene Plasmid wird fOr die 
Transformation von £.coii-Zellen verwendet. Transf ormierte 
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E.coli^Zellen werden in einem geeigneten Medium kultiviert, 
anschlieBend geerntet und lysiert. Das Plasmid wird nach 
Standardmethoden wiedergewonnen, Als Ana ly seme thode zur CSia- 
rakterisierung der gewonnenen Plasmid-DNA werden im allge- 
meinen Restriktionsanalysen und Sequenzanalysen eingesetzt. 
Nach jeder Manipulation kann die Plasmid DNA gespalten wer- 
den und resultierende DNA-Fragmente mit anderen DNA- 
Sequenzen verknUpft werden. 

Ftir die Einftihrung von DNA in eine pflanzliche Wirtszelle 
stehen eine Vielzahl von Techniken zur Verftigung. Diese 
Techniken umfassen die Transformation pflanzlicher Zellen 
mit T-DNA unter Verwendung von AgroJbacterium tumef aciens 
Oder Agrobacterium rhizogenes als Transformationsmittel, die 
Fusion von Protoplasten, die Injektion, die Elektroporation 
von DNA, die Einbringung von DNA mittels der biolistischen 
Methode sowie weitere Moglichkeiten. 

Bei der Injektion und Elektroporation von DNA in Pflanzen- 
zellen werden an sich keine speziellen Anforderungen an die 
verwendeten Plasmide gestellt. Es k5nnen einfache Plasmide 
wie z.B. pUG-Derivate verwendet werden. Sollen aber aus der- 
artig transf ormierten Zellen ganze Pflanzen regeneriert wer- 
den, ist die Anwesenlieit eines selektierbareh Markergens 
not wend ig. 

Je nach Einftlhrungsmethode gewUnschter Gene in die Pflanzen- 
zelle kSnnen weitere DNA-Sequenzen erforderlich sein. Werden 
z»B. filr die Transformation der Pflanzenzelle das Ti- oder 
Ri-Plasmid verwendet, so mufi mindestens die rechte Begren- 
zung, hSufig jedoch die rechte und linke Begrenzung der Ti- 
und Ri-Plasmid T-DNA als Flankenbereich mit den einzuftihren- 
den Genen verbunden werden. 

Werden fttr die Transformation Agrobakterien verwendet, muB 
die einzufUhrende DNA in spezielle Plasmide kloniert werden, 
und zwar entweder in einen intermediSren Vektor oder in ei- 
nen binSren Vektor. Die intermediaren Vektoren kSnnen auf- 
grund von Sequenzen, die homolog zu Sequenzen in der T-DNA 
sind, durch homologe Rekombination in das Ti- oder Ri- 
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Plasmid der Agrobakterien integriert werden . Dieses enthSlt 
auBerden die ftlr den Transfer der T-DNA notwendige vir- 
Region. Intermediare Vektoren kSnnen nicht in Agrobakterien 
replizieren. Mittels eines Helf erplasmids kann der interme- 
diSre Vektor auf AgrrobacteriuiD tumefacxens Ubertragen werden 
(Konjugation) . BinSre Vektoren kbnnen sowohl in E.coli als 
auch in Agrobakterien replizieren. Sie enthalten ein Selek- 
tionsmarker-Gen und einen Linger oder Polylinker, welche von 
der rechten und linken T-DNA Grenzregion eingerahmt werden. 
Sie kSnnen direkt in die Agrobakterien transf ormiert werden 
(Holsters et al., Mol. Gen. Genet. 163 (1978), 181-187). Die 
zur Transformation der Agrobakterien verwendeten Plasmide 
enthalten weiterhin ein Selektionsmarkergen, beispielsweise 
das NPT II-Gen, das die Selektion transformierter Bakterein 
erlaubt. Das als Wirtszelle dienende Agrobakterium soil ein 
Plasmid, das eine vir-Region trSgt, enthalten. Die vir- 
Region ist fttr den Transfer der T-DNA in die Pf lanzenzelle 
notwendig. Zus&tzliche T-DNA kann vorhanden sein. Das derar- 
tig transformierte Agrobakterium wird zur Transformation von 
Pf lanzenzellen verwendet. 

Die Verwendung von T-DNA fUr die Transformation von Pf lan- 
zenzellen ist intensiv untersucht und ausreichend in EP 
120516; Hoekema, In: The Binary Plant Vector System Offset- 
drukkerij Kanters B.V., Alblasserdam (1985), Chapter V; Pra- 
ley et al., Crit. Rev. Plant. Sci., 4: 1-46 und An et al./ 
EMBO J. 4 (1985), 277-287 beschrieben worden. Binare Vekto- 
ren sind bereits z.T. kommerziell erhSltlich, z.B. pBINl9 
(Clontech Laboratories, Inc., USA). 

FUr den Transfer der DNA in die Pf lanzenzelle kttnnen Pflan- 
zen-Explantate zweckmSfligerweise mit Agrrobacterium tume- 
faciens oder Agrrobacterium rhxzogenBs kokultiviert werden. 
Aus dem infizierten Pf lanzenmaterial (z.B. BlattstUcke, 
Stengelsegmente, Wurzeln, aber auch Protoplasten oder Sus- 
pensions-kultivierte Pf lanzenzellen) kSnnen dann in einem 
geeigneten Medium, welches Antibiotika Oder Biozide zur Se- 
lektion transformierter Zellen enthalten kann, wieder ganze 
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Pflanzen regeneriert verden. Die so erhaltenen Pflanzen kCn- 
nen dann auf Anwesenheit der eingefUhrten DNA untersucht 
verden • 

1st die eingefOhrte DNA einmal im Genom der Pf lanzenzelle 
integriert, so ist sie dort in der Regel stabil und bleibt 
auch in den Nachkoramen der ursprttnglich transformierten Zel- 
le erhalten. Sie enth&lt nonaalerweise einen Selekt ions- 
marker, der den transformierten Pf lanzenzellen Resistenz ge- 
gentiber einem Biozid oder einem Antibiotikum vie Kanamycin, 
G 418, Bleomycin, Hygromycin oder Phosphinotricin u.a, ver- 
mittelt. Der individuelle gewShlte Marker sollte daher die 
Selektion transformierter Zellen gegenttber Zellen, denen die 
eingefOhrte DNA fehlt, gestatten. 

Die transformierten Zellen wachsen innerhalb der Pflanze in 
der ttblichen Weise (siehe auch McCormick et al., Plant Cell 
Reports 5 (1986), 81-84). Die resultierenden Pflanzen kdnnen 
normal angezogen werden und mit Pflanzen, die die gleiche 
transformierte Erbanlage oder andere Erbanlagen besitzen, 
gekreuzt werden. Die daraus entstehenden hybriden Individuen 
haben die entsprechenden phSnotypischen Eigenschaften. 
Es soil ten zwei oder mehrere Generationen angezogen verden, 
um sicherzustellen, dafi das phSnotypische Merkmal stabil 
beibehalten und vererbt vird. Auch sollten Samen geerntet 
verden, um sicherzustellen, daB der entsprechende PhSnotyp 
Oder andere Eigenarten erhalten geblieben sind. 

Die aus den erf indungsgemSBen Pf lanzenzellen bzv. Pflanzen 
erhSltliche StSrke eignet sich auf grund ihrer Eigenschaften 
neben den bereits oben angesprochenen speziellen Verven- 
dungszvecken fOr verschiedene industrielle Vervendungen . 
GrundsStzlich l&Bt sich StSrke in zvei groBe Kategorien un- 
terteilen, die Hydrolyseprodukte der StSrke und die soge- 
nannten nativen StSrken. Zu den Hydro lyseprodukten z&hlen im 
vesentliche die Uber enzymatische oder chemische Verfahren 
erhaltene Glucose sowie Glucosebausteine, die fUr veitere 
Prozesse, vie Fermentation, oder auch veitere chemische Mo- 
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difikationen eingesetzt werden kfinnen. In diesen Bereich 
kann die Einfachheit und kostengiinstige Ausfiihrung eines Hy- 
droly sever fahr ens, vie es gegenvSrtig im vesentlichen en* 
zymatisch unter Vervendung von Amyloglucosidase verlS^uft, 
von Bedeutung sein. Darunter ISfit sich vorstellen, da£ ein 
geringerer Einsatz von fUr die Hydrolyse eingesetzten Enzy* 
men durch Veriinderung der Struktur der Stilrke, z«B. gr&Bere 
Oberfliiche des Korns, leichtere Verdaulichkeit durch gerin- 
geren Verzveigungsgrad oder sterische, die ZugSnglichkeit 
fUr die eingesetzten Enzyme limitierende Struktur, zu einer 
Kosteneinsparung ftthren kann. 

Die Vervendungen der sogenannten nativen Stiirken, die vegen 
ihrer polymeren Struktur eingesetzt werden, lassen sich in 
zwei grofie Bereiche unterteilen: 

(a) Verwenduna im Na hrunasmittelbereich 

St&rke ist ein klassischer Zusatzstoff fUr viele Hah- 
rungsmittel, bei denen sie im vesentlichen die Funktion 
des Bindens von vSfirigen Zusatzstof fen {ibernimmt bzv. 
eine ErhShung der Viskositiit oder aber eine erhohte Gel* 
bildung hervorruft. Wichtige Eigenschaftsmerkmale sind 
das FlieB- und Sorptions verba It en, die Quell- und Ver- 
kleisterungs^'temperatur, die Viskositat und Dickungslei- 
stung, die L&slichkeit der StSrke, die Transparenz und 
Kleisterstruktur , die Hitze-, Scher* und Siiure- 
stabilitSt, die Neigung zur Retrogradation, die FShig- 
keit zur Filmbildung, die Gef rier/Taustabilit&t, die 
Verdaulichkeit sovie die Fahigkeit zur Komplexbildung 
mit z.B. anorganischen oder organ ischen lonen. 

(b) Einsatz im Nicht^Wahrunasmittelbereich 

Der andere groBe Einsatzbereich liegt bei der Vervendung 
der Stcirke als Hilfsstoff bei unterschiedlichen Herstel- 
lungsprozessen bzw. als Zusatzstoff in technischen Pro- 
dxikten. per wesentliche Einsatzbereich fiir die Verven- 
dung von StSrke als Hilfsstoff ist zum einen die Papier- 
und Pappeindustrie. StSrke vird dabei in erster Linie 
zur Retardation (Zuriickhaltung von Feststof f en) , der Ab- 
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bindung von FUllstoff- und Feinstof f teilchen, als Festi- 
gungsstoff und zur EntwMsserung eingesetzt. Dariiberhin-* 
aus werden die gttnstigen Eigenschaften der StSrke in be- 
zug auf die Steifigkeit, die HSrte, den Klang, den 
Griff, den Glanz, die Giatte, die Spaltfestigkeit sowie 
die Oberfl&chen ausgenutzt. 

Innerhalb dee Papierherstellungsprozesses sind vier An- 
wendungsbereiche, namlich Oberflfiche, Strich, Masse und 
Spriihen, zu unterscheiden. 

Die Anforderungen an die StSrke in bezug auf die Ober- 
f l&chenbehandlung sind in vesentlichen ein hoher WeiBe- 
grad, eine angepaBte ViskositSt, eine hohe ViskositSts- 
stabilitat, eine gute Filmbildung sowie eine geringe 
Staubbildung. Bei der Verwendung im Strich ist der Fest- 
stoffgehalt, eine angepaBte ViskositSt, ein hohes Binde- 
vemSgen sowie eine hohe Pigmentaf f initfit wichtig. Als 
Zusatz zur Masse ist eine rasche, gleichmSBige, ver- 
lustfreie Verteilung, eine hohe mechanische Stabilitiit 
und eine vollstandige Zuriickhaltung im PapierflieB von 
Bedeutung. Bein Einsatz der Starke im Sprtihbereich sind 
ebenfalls ein angepaBter Feststof fgehalt, hohe Viskosi- 
tat sowie ein hohes BindevemSgen von Bedeutung. 
Ein groBer Einsatzbereich besteht beispielsweise in der 
Klebstoffindustrie, wo man die Einsatzmoglichkeiten in 
vier Teilbereiche gliedert: die Verwendung als reinem 
Starkeleim, die Verwendung bei mit speziellen Chemikali- 
en aufbereiteten Starkeleimen, die Verwendung von St&rke 
als Zusatz zu synthetischen Harzen und Polymerdispersio- 
nen sowie die Verwendung von Star ken als Streckmittel 
fOr synthetische Klebstoffe. 90% der Klebstoffe auf 
Starkebasis werden in den Bereichen Wellpappenherstel- 
lung, Herstellung von Papier sacken, Beuteln Oder TQten, 
Herstellung von Verbundmaterialien fUr Papier und Alumi- 
nium, Herstellung von Kartonagen und Wiederbefeuchtungs- 
leim fUr Briefumschiage, Briefmarken usw. eingesetzt. 

28 
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Eine weitere mSgliche Verwendung als Hilfsmittel und Zu- 
satzstoff besteht bei der Herstellung von Textilien und 
Textilpflegemitteln. Innerhalb der Textilindustrie sind 
die folgenden vier Eihsatzbereiche zu unterscheiden: Der 
Einsatz der St&rke als Schllchtmittel, d.h. als Hilfs- 
stoff zur GlSttung und StSrkung des Klettverhaltens zum 
Schutz gegen die beim Weben angreifenden Zugkriifte sovie 
zur Erhdhung der Abriebfestigkeit beixn Weben, als Mittel 
zur TextilaufrUstung vor allem nach qualitatsverschlech- 
ternden Vorbehandlungen, vie Bleichen, F&rben usv. , als 
Verdickungsnittel bei der Herstellung von Farbpasten zur 
Verhinderung von Farbstof fdif fusionen sowie als Zusatz 
zu Kettungsmitteln fttr NShgarne. 

Ferner kann die Starke als Zusatz bei Baustof f en verwen- 
det werden. Ein Beispiel ist die Herstellung von 
Gipskartonplatten, bei der die im Gipsbrei vermischte 
StSrke mit dem Wasser verkleistert , an die OberfliLche 
der Gipsplatte diffundiert und dort den Karton an die 
Platte bindet. Weitere Einsatzbereiche sind die Beimi- 
schung zu Putz- und Mineralf asern. Bei Transportbeton 
kann die Starke zur Verzogerung der Abbindung eingesetzt 
werden • 

Ferner bietet sich die StSrke zur Herstellung von Mit- 
teln zur Bodenstabilisation an, die bei kiinstlichen Erd- 
bewegungen zxm temporaren Schutz der Bodenpartikel ge- 
genUber Wasser eingesetzt werden. Kombinationsprodukte 
aus St&rke und Polymeremulsionen sind nach heutiger 
Kenntnis in ihrer Erosions- und verkrustungsmindernden 
Wirkung den bisher eingesetzten Produkten gleichzuset- 
zen, liegen preislich aber deutlich unter diesen. 
Ferner kann die St&rke in Pf lanzenschutznitteln zur Ver- 
anderung der spezifischen Eigenschaf ten der PrSparate 
verwendet werden. So werden StSrken beispielsweise zur 
Verbesserung der Benetzung von Pf lanzenschutz- und Dtln* 
gemitteln, zur dosierten Freigabe der Wirkstoffe, zur 
Uinwandlung flUssiger, fliichtiger und/oder Ubelriechender 
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Wirkstoffe in aikrokristalline, stabile, formbare sub- 
stanzen, zur Mischung inkompatibler Verbindungen und ziir 
VerlSngerung der Wirkdauer durch Verminderung der Zer- 
setzung eingesetzt. 

Ein vichtiges Einsatzgebiet besteht ferner in Bereich 
der Phannaka, Medizin und Kosmetikindustrie. In der 
pharmazeutischen Industrie kann die St&rke als Bindemit- 
tel f Ur Tabletten Oder zur Bindemittelverdtinnung in Kap- 
seln eingesetzt werden- Weiterhin eignet sich die StSrke 
als Tablettensprengmittel, da sie nach dem Schlucken 
Flttssigkeit absorbiert und nach kurzer Zeit so weit 
qui lit, daB der Wirkstoff freigesetzt wird. Medizinische 
Gleit- und Wundpuder sind weitere Anwendungsmttglichkei- 
ten, Im Bereich der Kosinetik kann die Starke beispiels- 
weise als TrSger von Puderzusatzsof f en, wie DUften und 
SalicylsMure eingesetzt werden. Ein relativ groBer An* 
wendungsbereich fllr die StSrke liegt bei Zahnpasta. 
Auch die Verwendung der St&rke als Zusatzstoff zu Kohle 
und Briketts ist denkbar. Kohle kann nit einem St&rkezu- 
satz quant itativ hochwertig agglomeriert bzw. briket- 
tiert werden, wodurch ein frtihzeitiges Zerf alien der 
Briketts verhindert wird. Der StSrkezusatz liegt bei 
Grillkohle zwischen 4 und 6%, bei kalorierter Kohle zwi- 
schen 0,1 und 0,5%. Desweiteren eignet sich die StiLrke 
als Bindeinittel, da durch ihren Zusatz zu Kohle und Bri- 
kett der Ausstofl schSdlicher Stoffe deutlich vermindert 
werden kann. 

Die StSrke kann ferner bei der Erz- und Kohleschlanonauf- 
bereitung als Flockungsmittel eingesetzt werden. 
Ein weiterer Einsatzbereich besteht als Zusatz zu GieBe- 
reihilfsstof f en. Bei verschiedenen Gufiverfahren werden 
Kerne ben5tigt, die aus Bindemittel-versetzten SSnden 
hergestellt werden. Als Bindemittel wird heute Uberwie- 
gend Bentonit eingesetzt, das mit modif izierten StSirken, 
meist QuellstSrken, versetzt ist. 

CO 



wo 97/11188 



PCT/EP96/04109 



Zweck des StSrkezusatzes ist die Erhtihung der Fliefif 
stlgkeit sowie die Verbesserung der Bindef estigkeit. 
DarUberhinaus kfinnen die QuellstSrken veitere produkti- 
onstechnische Anforderungen, wie iia kalten Wasser die- 
pergierbar, rehydratisierbar, gut in Sand mischbar und 
hohes Wasserbindungsverm5gen, aufveisen. 
In der Kautschukindustrie kann die StSrke zur Verbesse- 
rtmg der technischen und optischen QualitSt eingeeetzt 
werden. Griinde sind dabei die Verbesserung des OberflS- 
chenglanzes, die Verbesserung des Griffs und des Ausse- 
hens* Dafttr wird StSrke vor der Kaltvulkanisation auf 
die klebrigen gummierten FlSchen von Kautschukstof f en 
gestreut. Ebenso kann sie fttr die Verbesserung der Be- 
druckbarkeit des Kautschuks eingesetzt werden. 
Bine weitere Einsatzmoglichkeit der modif izierten StMrke 
besteht bei der Herstellung von Lederersatzstof f en. 
Auf dem Kunststof f sektor zeichnen sich folgende Einsatz«* 
gebiete ab: die Einbindung von StSrkefolgeprodukten in 
den Verarbeitungsprozess (StSrke ist nur FUllstoff, es 
besteht keine direkte Bindung zwischen synthetischem Po- 
lymer und StSrke) oder alternativ die Einbindung von 
StSrkefolgeprodukten in die Herstellung von Polymeren 
(Starke und Polymer gehen eine feste Bindung ein) . 
Die Verwendung der StSrke als reinem FUllstoff ist ver- 
glichen mit den andere Stoffen wie Talkum nicht wettbe- 
werbsfShig. Anders sieht es aus, wenn die spezifischen 
StSrkeeigenschaften zum Tragen kommen und hierdurch das 
Eigenschaftsprofil der Endprodukte deutlich verSndert 
wird. Ein Beispiel hierfUr ist die Anwendung von StSrke- 
produkten bei der Verarbeitung von Thermoplasten, wie 
Polyethylen. Hierbei werden die StSrke und das synthe- 
stische Polymer durch Koexpression im VerhSltnis von 1 : 
1 zu einem * master batch* kombiniert, aus dem mit granu- 
liertem Polyethylen unter Anwendung herkommlicher Ver- 
fahrenstechniken diverse Produkte hergestellt werden. 
Durch die Einbindung der StSrke in Polyethylenf olien 
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kann eine erhohte Stof fdurchlfissigkeit bei Hohlkorpern, 
eine verbesserte WasserdaxapfdurchlSssigkeit, ein verbes- 
sertes Antistatik-verhalten, ein verbessertes Antiblock- 
verhalten sowie eine verbesserte Bedruckbarkeit ait wSB- 
rigen Farben erreicht werden. 

Eine andere Mfiglichkeit ist die Anwendung der StSrke in 
PolyurethanschSumen . Mit der Adaption der StSrkederivate 
sowie durch die verf ahrenstechnische Optimierung ist es 
moglich, die Reaktion zwischen synthetischen Polymeren 
and den Hydroxygrappen der StSrke gezielt zu steuern. 
Das Ergebnis sind Polyurethanfolien, die durch die An- 
wendung von Starke folgende Eigenschaftsprof ile erhal- 
ten: eine Verringerung des WSnneausdehnungs- 
koeffizienten, Verringerung des Schrumpf verbal tens, Ver- 
besserung des Druck/Spannungsverhaltens, Zunahme der 
Wasserdampfdurchiassigkeit ohne Veranderung der Wasser- 
aufnahme, Verringerung der Entf lanmbarkeit und der Auf- 
riBdichte, kein Abtropfen brennbarer Teile, Halogenfrei- 
heit und verminderte Alterung. Nachteile, die gegenwKr- 
tig noch vorhanden sind, sind verringerte Druckfestig- 
keit sowie eine verringerte Schlagf estigkeit, 
MSglich ist nicht nur die Produktentwicklung von Folien. 
Auch feste Kunststof fprodukte, wie T5pfe, Platten und 
Schalen sind mit einem StSrkegehalt von Uber 50% herzu- 
stellen. Ferner weisen die Starke/Polynermischungen den 
Vorteil auf, dafi sie eine sehr viel hohere biologische 
Abbaubarkeit auf weisen. 

Aufierordentliche Bedeutung haben weiterhin aufgrund ih- 
res extremen Wasserbindungsyemogens StSrkepfropfpoly- 
merisate gewonnen. Dies sind Produkte mit einem RUckgrat 
aus Starke und einer nach dem Prinzip des Radikalketten- 
mechanismus aufgepfropften Seitengitters eines syntheti- 
schen Monomers. Die heute verfUgbaren StSrkepfropf enpo- 
lymerisate zeichnen sich durch ein besseres Binde- und 
Rttckhaltevermogen von bis zu 1000 g Wasser pro g Starke 
bei hoher ViskositSt aus. Diese Superabsorber werden 
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hauptsSchlich im Hygienebereich vervendet, z.B. bei Pro* 
dukten wie Windeln und Unterlagen sowie isi landwirt- 
schaftlichen Sektor, z.B. bei Saatgutpillierungen. 

Entscheidend fUr den Einsatz der neuen gentechnischen ver&n* 
derten St&rke sind zum einen die Struktur, Wassergehalt/ 
Proteingehalt, Lipidgehalt , Fasergehalt, 

Asche/Phosphatgehalt, Amylose/AmylopektinverhSltnis, Molnas* 
senverteilung, Verzveigungsgrad, KorngrSBe und -form sovie 
Kristallisation, zum anderen auch die Eigenschaften, die in 
folgenden Merkmalen manden: Fliefi- und Sorptionsverhalten, 
Verkleisterungstemperatur, Dickungsleistung, Loslichkeit, 
Kleisterstruktur, Transparenz^ Hitze-, Scher- und SMuresta- 
bilitSt, Retrogradationsneigung, Gelbildung, Ge<- 
frier/TaustabilitSt, Komplexbildung, Jodbindung, Filmbil- 
dung, Klebekraft, Enzymstabilit&t , Verdaulichkeit und Reak* 
tivitSt. Besonders hervorzuheben ist ferner die ViskositSt. 

Ferner kann die aus den erfindungsgemSBen Pf lanzenzellen 
bzw. Pflanzen erhSltliche modif izierte St&rke weiteren che- 
nischen Modif ikationen unterworfen werden, was zu weiteren 
Verbesserungen der QualitSt fiir bestinmte der oben beschrie«- 
benen Einsatzgebiete ftUirt oder zu neuen Einsatzgebieten. 
Diese chenischen Modif ikationen sind den Fachnann grunds&tz* 
lich bekannt. Insbesondere handelt es sich dabei urn Modif i- 
kationen durch 

- S£iurebehandlung 

- Oxidation 

- Veresterung (Enstehung von Phosphat-, Nitrat-, Sulfat-, 
Xanthat-, Acetat- und Citratstarken. Weitere organische 
SSuren konnen ebenfalls zur Veresterung eingesetzt wer- 
den. ) 

- Erzeugung von StSrkeethern (StSrke-Alkylether , O- 
Allylether, Hydr oxy la Iky 1 ether, O-Carboxylmethylether, 
haltige StSrkeether, S-haltige Starkeether) 

- Erzeugung von vernetzten StiLrken 

35 



wo 97/11188 PCT/EP96/04109 

- Erzeugung von St&rke-Pfropf-Polymerlsaten. 

Gegenstand der Erfindung ist auch Vermehrungsmaterial der 
erf indungsgemSBen Pflanzen, wie z.B. Samen, Friichte, Steck- 
linge, Knollen oder WurzelstScke, vobei dieses erf indungsge- 
mafie Pf lanzenzellen enthalt. 
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HinterleguBgen 

Folgende im Rahmen der vorliegenden Erfindung hergestellten 
und/oder vervendeten Plasmide vurden bei der als Internatio- 
nale Hinterlegungsstelle anerkannten Deutschen Sanmlung von 
Mikroorganismen (DSM) in Braunschweig, Bundesrepublik 
Deutschland, entsprechend den Anf orderungen des Budapester 
Vertrages fiir die internationale Anerkennung der Hinterle- 
gung von Mikroorganismen zun Zwecke der Patentierung hinter- 



(Hinterlegungsnunnier; Hinterlegungsdatum) : 



Plasxaid 
Plasmid 
Plasmid 



pBinAR Hyg 

p33-anti-BE 

pRL2 



(DSM 9505) 
(DSM 6146) 
(DSM 10225) 



(20.10.1994) 
(20.08.1990) 
(04.09.1995) 



Vervende te Medien und Losunaen 



Elutionspuf fer 



25 nM Tris pH 8,3 
250 nM Glycin 



Dialysepuffer 



50 


DM 


Tris-HCl pH 7,0 


50 


nM 


KaCl 


2 


DM 


EDTA 


14,7 


nM 


fi-Mercaptoethanol 


0,5 


nM 


PMSF 



Proteinpuf f er 



50 nM Natriunphosphatpuffer pH 7,2 
10 nM EDTA 
0,5 nM PMSF 
14,7 nM fi'-Mercaptoethanol 



Lugolsche Losung 



12 g KI 

6 g l2 

ad 1,8 1 nit ddH20 
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20 X SSC 175.3 g NaCl 

88.2 g Natriun-Citrat 

ad 1000 ml nit ddH20 
pH 7,0 mit 10 N NaOH 

10 X MEN 200 mM MOPS 

50 nM Natriumacetat 
10 mM EDTA 
PH 7, 0 

NSEB-Puffer 0,25 M Natriumphosphatpuf f er pH 7,2 

7% SDS 
1 mM EDTA 
1% BSA (w/v) 



Beschreibuna de;^ Abbildun ge] 

Pig. 1 zeigt das Plasmid p35S-anti-RL. 
Aufbau des Plasmids: 

A « Fragment A: CaMV 35S*Promotor, nt 6909-7437 (Franck 
et al.. Cell 21 (1980), 285-294) 

B = Fragment B: ca. 1949 bp-langes Asp7l8-Fragment aus 
pRLl 

Orient ierung sum Promoter: anti-sense 

Der Pfeil gibt die Richtung des offenen Leserasters 
an. 

C a Fragment C: nt 11748-11939 der T-DNA des Ti- 
Plasmids pTiACHS (Gielen et al., EMBO J. 3 

(1984), 835-846) 

3^ 
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Fig. 2 zeigt das Plasmid pB33-anti-RL 



B = 



Aufbau des Plasmids: 

A = Fragment A: B33-Proi]iotor des Patatin-Gens B33 aus 
SoiajiujD tuJberosujD (Rocha-Sosa et al., EHBO J. 8 

(1989), 23-29) 

Fragment B: ca. 1949 bp-langes Asp? 18 -Fragment aus 
pRLl 

Orientlerung zum Promotor: anti-sense 
Der Pfeil gibt die Richtung des of fenen Leserasters 
an. 

Fragment C: nt 11748-11939 der T-DNA des Ti- 
Plasmids pTiACHS (Gielen et al., EMBO J. 3 

(1984), 835-846) 



C = 



Fig. 3 zeigt eine mit einem Brabender-Viskograph vom Typ 
Viskograph E auf gezeichnete Brabender-Kurve einer w&Brigen 
Losung von StSrke, die aus nicht-transf ormierten Kartoffel- 
pflanzen der Varietiit D6sir6e isoliert vurde (siehe Beispiel 
8). 



Dabei bedeuten: 



Dr ehm 

[BE] 

Temp. 

A 

B 

D 
E 
F 



Drehmoment 

Brabender-Einheiten 
Temperatur 

Verkleisterungsbeginn 
Naximale ViskositSt 



Start der Ktthlzeit 
Ende der Ktthlzeit 
Ende der End-Haltezeit 



Die blaue Linie gibt die ViskositSt an; die rote den Tempe^ 
raturverlauf . 



^1 
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Pig, 4 zeigt eine nit einem Brabender-Viskograph vom Typ 
Viskograph E aufgezeichnete Brabender-Kurve einer wSBrigen 
LSsung von StSrke, die aus Kartof f elpflanzen isoliert wurde, 
die mit den Plasmid p35S-anti-RL transformiert worden waren 
(siehe Beispiel 8). Ftlr die Bedeutung der AbkUrzungen siehe 
Figur 3. 

Fig. 5 zeigt eine nit einen Brabender-Viskograph von Typ 
Viskograph E aufgezeichnete Brabender-Kurve einer wSBrigen 
Losung von Stfilrke aus Kartoffeln, die nit den Plasnid pB33- 
anti-RL transfomiert worden varen (siehe Beispiel 8), FUr 
die Bedeutung der Abktirzungen siehe Figur 3, 

Fig- 6 zeigt mit einen Rapid Visco Analyser aufgezeichnete 
Kurven wSBriger StSrkelosungen, die aus Kartof f elpflanzen 
isoliert wurden (siehe Beispiel 12). Die rote Linie gibt den 
Tenperaturverlauf an, die blauen Linien 1, 2, 3 und 4 die 
Viskositaten folgender StSrkelSsungen: 

Linie 1: Stfirke, die aus Wildtyppf lanzen isoliert worden 



2: StSrke, die aus Pf lanzen isoliert worden ijst, bei 
denen das Verzweigungsenzyn alleine inhibiert wur- 
de (vgl. Beispiel 1 der Patentanneldung 

W092/14827), 

Linie 3: StSrke, die aus Pf lanzen isoliert worden ist, bei 

denen lediglich die erf indungsgenaBen Proteine in 
ihrer Konzentration verringert wurden (vgl. Bei- 
spiel 6) • 

Linie 4: StSrke, die aus Pf lanzen isoliert worden ist, die 

nit den Plasnid p35S-anti-RL in Konbination nit 
den Plasnid p35SH-anti-BE (vgl. Beispiel 12) 
transformiert worden sind. 

35 
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Fig. 7 zeigt mit: einem Rapid Visco Analyser aufgezeichnete 
Kurven wiifiriger St&rkelosungen, die aus Kartof f elpf lanzen 
isoliert vurden (siehe Beispiel 13) . Die rote Linie gibt den 
Temper a tuarverlauf an, die blauen Linien 1, 2, 3 und 4 die 
Viskosit£ten folgender St&rkel&sungen: 

Linie 1: StSrke, die aus Wildtyppf lanzen isoliert worden 



Linie 2: StSrke, die aus Pf lanzen isoliert worden ist, die 

allein nit dem Plasmid pB3 3 -ant i-GBSSI isoliert 

wurde (sog. i/axy-Kartof fel) , 
Linie 3: StSrke/ die aus Pf lanzen isoliert worden ist, die 

allein mit dem Plasmid p35S-anti-RL transf ormiert 

wurde (vgl. Beispiel 6), 
Linie 4: St&rke, die aus Pf lanzen isoliert worden ist, die 

mit dem Plasmid pB33-anti-RL in Kombination mit 

dem Plasmid pB33-anti-GBSSI (vgl* Beispiel 13) 

transf ormiert worden sind. 

Die Beispiele erlSutern die Erfindung. 

In den Beispielen wurden folgende Standardtechniken angewen- 
det : 

1. Klonierungsverf ahren 

Zur Klonierung in E.coli wurde der Vektor pBluescriptSK 
verwendet . 

Fttr die Pf lanzentransformation wurden die Genkonstruktio- 
nen in den binaren Vektor pBinAR (HSfgen und Willmitzer, 
Plant Sci. 66 (1990), 221-230) und B33-Hyg kloniert. 
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2 . Bakterienst&mme 

Ftir den pBluescript-Vektor und fttr die pBinAR- und B33- 
Hyg-Konstr\ikte wurde der £.coli-stainin DH5a (Bethesda Re- 
search Laboratories, Gaithersburgh, USA) verwendet. 

Die Transformation der Plasmide in die Kartof felpflanzen 
VAirde mit Hilfe des AgroDacterlujD tuffle/aclens-stammes 
C58C1 PGV2260 durchgefUhrt (Deblaere et al,, Nucl. Acids 

Res. 13 (1985), 4777:4788). 

3. Transformation von AgrroJbacteriujn tujnefacieiis 

Der Transfer der DNA erfolgte durch direkte Transformati- 
on nach der Methode von HSfgen & Willmitzer (Nucleic 
Acids Res. 16 (1988), 9877). Die Plasmid-DNA transfpr- 
mierter Agrobakterien vmrde nach der Methode von Birnboim 
& Doly (Nucleic Acids Res. 7 (1979), 1513-1523) isoliert 
und nach geeigneter Restriktionsspaltung gelelektrophore- 
tisch analysiert. 

4. Transformation von Kartoffeln 

Zehn kleine mit dem Skalpell vervundete Bl&tter einer 
Kartoffel-sterilkultur (Solanum tuberosum L.cv. Desiree) 
vurden in 10 ml MS-Medium (Murashige & Skoog, Physiol. 
Plant. 15 (1962), 473-497) mit 2% Saccharose gelegt, 
welches 50 ^1 einer unter Selektion gewachsenen 
Agrobactorium tumefaciens -Obernachtkultur enthielt. Nach 
3-5 mintltigem, leichtem Schiltteln erfolgte eine weitere 
Inkubation fUr 2 Tage im Dunkeln. Daraufhin voirden die 
Blotter zur Kallusinduktion auf MS-Medium mit 1,6% Gluco- 
se, 5 mg/1 NaphthylessigsSure, 0,2 mg/1 Benzylaminopurin, 
250 mg/1 Claforan, 50 mg/1 Kanamycin bzw. l mg/1 Hygromy- 
cin B, und 0,80% Bacto Agar gelegt. Nach einwochiger In- 
kubation bei 25«C und 3000 Lux wurden die Blotter zur 
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SproBinduktion auf MS-Nedium mit 1,6% Glucose, 1,4 mg/l 
Zeatinribose, 20 mg/l Naphthylessigs^iure, 20 mg/l Gibe- 
rellinsSure, 250 ng/l Claforan, 50 mg/l Kanamycin bzw. 3 
ng/1 Hygromycin B, und 0,80% Bacto Agar gelegt. 

5. Radioaktive Markierung von DNA- Fragment en 

Die radiokative Markierung von DNA-Fragmenten vurde mit 
Hilfe eines DNA-Random Primer Labelling Kits der Firma 
Boehringer (Deutschland) nach den Angaben des Herstellers 
durchgefUhrt. 

6. Northern Blot-Analyse 

RNA vurde nach Standardprotokollen aus Blattgewebe von 
Pflanzen isoliert. 50 Mg der RNA wurden auf einem Agaro-- 
segel aufgetrennt (1,5% Agarose, 1 x MEN-Puffer, 16,6% 
Formaldehyd) • Das Gel wurde nach dem Gellauf kurz in Was- 
ser gewaschen. Die RNA vurde mit 20 x BSC mittels Xa- 
pillarblot auf eine Nylonmembran vom Typ Hybond N 
(Amersham, UK) transf eriert. Die Membran vurde anschlie- 
Bend bei 80^C unter Vakuum ftir zvei Stunden gebacken. 
Die Membran wurde in NSEB-Puffer fiir 2 h bei 68 prahy- 
bridisiert und anschliefiend in NSEB-Puffer Uber Nacht bei 
68*>C in Gegenwart der radioaktiv markierten Probe hybri- 
disiert. 

7. Pf lanzenhaltung 

Kartof felpf lanzen vurden im Gewiichshaus unter folgenden 
Bedingungen gehalten: 

Lichtperiode 16 h bei 25000 Lux und 22 ''C 

Dunkelperiode 8 h bei 15 ®C 

Luftfeuchte 60% 
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8. Bestinunung des Amylose/AmylopektinverhSltnisses in StSrke 
aus Kartof felpf lanzen 

StMrke vurde nach Standardmethoden aus Kartof f elpf lanzen 
isoliert und das VerhSltnis Amylose zu Amylopektin nach 
der von Hovenkanp-Hermelink et al. beschriebenen Methode 
(Potato Research 31 (1988) 241-246) bestinint. 

9. Bestinunung von Glucose, Fructose und 

Zur Bestinmung des Glucose-, Fructose- bzw. Saccharosege- 
halts werden kleine KnollenstUcke (Durchmesser ca. 10 mm) 
von Kartoffelknollen in flUssigem Stickstoff eingefroren 
und anschlieBend fUr 30 rain bei 80 *c in 0,5 ml lo mM 
HEPES, pH 7,5; 80% (Vol. /Vol.) Ethanol extrahiert. Der 
ttberstand, der die IBslichen Bestandteile enthSlt, wird 
abgenommen und das Volumen bestimmt. Der Oberstand wird 
zur Bestinunung der Menge an loslichen Zuckern verwendet. 
Die quantitative Bestinunung von 15slicher Glucose, Fruc- 
tose und Saccharose wird in einem Ansatz mit folgender 
Zusanunensetzung durchgef tthrt : 
100,0 mM Imidazol/HCl, pH 6,9 

1,5 mM MgCl2 

0,5 niM NADP* 

1,3 mM ATP 
10-50 ^il Probe 

1,0 U Glucose-6-Phosphatdehydrogenase aus Hefe 

Der Ansatz wird fUr 5 min bei Rauntemperatur inkubiert. Die 
Bestiininung der Zucker erfolgt anschlieBend mittels gSngiger 
photometrischer Methoden durch Messung der Absorption bei 
340 nm nach der aufeinanderfolgenden Zugabe von 

1,0 Einheiten Hexokinase aus Hefe 

(zur Bestinunung von Glucose) 

Ha 
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1,0 Einheiten Phosphoglucoisomerase aus Hefe 

(zur Bestimmimg von Fructose) 
und 

1,0 Einheiten Invertase aus Hefe 

(zur Bestimmung von Saccharose). 

Beispiel 1 

Isolieruna Starkekorn-aebundener Proteine aus Kartof f elstfir- 

Die Isolierung von StSrkekorn*gebundenen Proteinen aus Kar*- 
toffelst&rke erfolgte durch Elektroelution in einer Eluti- 
onsvorrichtung, die analog zu dem **Hodel 422 Electro-Eluter" 
(BIORAD Laboratories Inc., USA) konstruiert war, aber ein 
wesentlich gr&fieres Volumen aufwies (ca. 200 ml). £s lAirden 
25 g getrocknete StSrke in Elutionspuf fer aufgenommen 
(Endvolumen 80 ml) . Die St&rke stammte aus Kartof feln, die 
aufgrund der anti-sense-Expression einer DNA-Sequenz, die 
fUr die Stlirkekorn-gebundene StMrkesynthase I (GBSS I) aus 
Kartof f el kodiert, eine nahezu amylosefreie StSrke produzie* 
ren. Die Suspension wurde im Wasserbad auf 70*80^C ervfimt. 
AnschlieBend vurden 72,07 g Harnstoff zugegeben 
(Endkonzentration 8 M) und das Volvuaen mit Elutionspuf fer 
auf 180 ml aufgefUllt. Die Sttirke 15ste sich unter stSndigem 
Riihren und bekam eine kleisterartige Konsistenz. Die Protei- 
ne vurden aus der Lttsung mit Hilfe des Elutionsvorrichtung 
tiber Nacht elektroeluiert (100 V; 50-60 mA) . Die eluierten 
Proteine wurden vorsichtig aus der Appartur entnommen. 
Schwebstoffe wurden durch kurze Zentrif ugation entfernt. Der 
Oberstand wurde 2-3 mal je eine Stunde bei 4«C gegen Dialy- 
sepuffer dialysiert. AnschlieBend wurde das Volumen der Pro- 
teinlosung bestimmt. Die Proteine wurden durch Zugabe von 
Ammoniumsulfat (90% Endkonzentration) gefallt* Die Zugabe 
erfolgte unter stSndigem RUhren bei O^C. Die gefilllten Pro- 

f3 
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teine wurden durch Zentrifugation pelletiert und in Protein- 
puffer aufgenosunen. 



Beiapiel 2 

Jd^ntif Izieruna und Isolieruna von cDNA^Sea u enze^ / rti^ f^ y 

StSrKeKorn-aebundene Proteine kodieren 

Die gemSfi Beispiel 1 isolierten Proteine wurden zur Herstel- 
lung von polyclonalen AntikSrpern aus Xaninchen verwendet, 
die spezifisch StSrkekorn-gebundene Proteine erkennen. 
Mit Hilfe derartiger Antikdrper wurde anschlieBend nach 
Standardmethoden eine cDNA-Expressionsbibliothek nach Se- 
quenzen durchgemustert , die fUr Starkekorn-gebundene Protei- 
ne kodieren. 

Die Expressionsbibliothek wurde f olgendermaflen hergestellt: 
Aus Kartoffelknollen der Kartof felvariet&t "Berolina" wurde 
nach Standardmethoden poly (A*) -mRNA isoliert. Ausgehend von 
der poly{A*)-inRNA wurde nach der Methode von Gubler und 
Hoffmann (Gene 25 (1983), 263-269) unter Verwendung eines 
Xho I-Oligo d(t)i8-'Primers cDNA hergestellt. Diese wurde 
nach EcoR I -Linker addition mit Xho I nachgeschnitten und 
orientiert in einen mit EcoR I und Xho I geschnittenen 
Lambda ZAP Il-Vektpr (Stratagene) ligiert. Ca. 500,000 
Plaques einer derart konstruierten cDNA-Bibliothek mrden 
nach Sequenzen durchgemustert, die von polyclonalen Antikor- 
pern, die gegen St&rkekorn-gebundene Proteine gerichtet 
sind, erkannt wurden. 

Zur Analyse der Phagenplaques wurden diese auf Nitrozellulo- 
sef ilter Ubertragen, die vorher fUr 30-60 min in einer 10 nM 
IPTG-L5sung inkubiert und anschlieBend auf Filterpapier ge- 
trocknet wurden. Der Transfer erfolgte fUr 3 h bei 37«C. An- 
schlieBend warden die Filter fUr 30 min bei Raumtemperatur 
in Blockreagenz inkubiert und zweimal fUr 5-10 min in TBST- 
Puffer gewaschen. Die Filter wurden mit den gegen Starke- 
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korn-gebundene Proteine gerichteten polyclonalen Antik5rpern 
in geeigneter Verdtinnung fUr 1 h bel Raumtemperatur Oder f(ir 
16 h bei 4^C geschUttelt. Die Identif izierung von Plaques, 
die ein Protein exprimierten, das von den polyclonalen Anti- 
korpern erkannt vurde, erfolgte mit Hilfe des **Blotting de- 
tection kit for rabbit antibodies RPN 23** (Amershaxn UK) nach 
den Angaben des Herstellers. 

Phagenclone der cDNA-Bibliothek, die ein Protein exprimier- 
ten, das von den polyclonalen Antikorpern erkannt vurde, 
vurden unter Anwendung von Standardverfahren weiter gerei* 
nigt. 

Mit Hilfe der iji-vivo-excisio/i-Methode vurden von positiven 
Phagenclonen E. coli-Klone gewonnen, die ein doppelstr&ngi-* 
ges pBluescript-Plasmid mit der jeweiligen cDNA-Insertion 
enthalten. Nach Oberpriifung der Gr55e und des Restriktiohg- 
iDUsters der Insertionen wurde ein geeigneter Clon, pRLl, 
weiter analysiert. 

Beispiel 3 

Seauenzanalvse der cDNA-Insertion des Plasmids pRLI 

Aus einem entsprechend Beispiel 2 erhaltenen E» coIi*Clon 
wurde das Plasmid pRLl isoliert und ein Teil der Sequenz 
seiner cDNA-Insertion durch Standardverfahren nittels der 
Didesoxynukleotidmethode (Sanger et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 74 (1977), 5463-5467) bestimnt. Die Insertion ist 
ca. 2450 bp lang. Ein Teil der Niikleotidsequenz sowie die 
daraus abgeleitete AminosSuresequenz ist unter Seq ID No. 3 
und Seq ID No. 4 angegeben. 

Eine Sequenzanalyse und ein Sequenzvergleich mit bekannten 
DNA-Sequenzen zeigte, daB die unter Seq ID No. 3 dargestell- 
te Sequenz neu ist und keine signifikante Homologie zu bis- 
her bekannten DNA-Sequenzen aufweist. Die Sequenzanalyse 
zeigte weiterhin, daB es sich bei der cDNA-Insertion nur um 

^5 
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eine partielle cDNA handelt, bei der ein Teil der codieren- 
den Region am 5»-Ende fehlt. 



Baispial 4 

lamif j.2ierunq und Isolieruna einer VQ l lstSndiagn cDNA. diP 
fttr gtn Stark^Korn-qebundenes Protein aus Solanu m tuh^rosum 

codierU 

2ur Isolierung einer, der partiellen cDNA- Insert ion des 
Plasmids pRLl ent spr echenden , vollstiindigen cDNA, vurde eine 
weitere cDNA-Bibliothek hergestellt. Dabei handelte es sich 
\m eine SchlieBzellen-spezif ische cDNA-Bibliothek aus Sola- 
JIUJD tuJberosum, die folgenderroaBen konstruiert wurde: 
ZunSchst wurden Epidenaisfragmente von BlSttern von Kartof- 
felpflanzen der VarietSt Oesirte in wesentlichen nach der 
Methode von Hedrich et al. (Plant Physiol, 89 (1989), 148) 
hergestellt indem ca. 60 Blatter von sechs Wochen alten, im 
GevSchshaus gehaltenen Kartof felpflanzen geerntet vurden. 
Aus den BlMttern wurde die Mittelrippe entfernt. Anschlie«- 
Bend wurden die Blatter in einem groBen "Waring blender** 
(Voluxnen 1 Liter) in gekOhltem destilliertem H2O viermal fOr 
je 15 Sekunden auf hochster Stufe zerkleinert. Die Suspensi- 
on wurde durch ein Nylonsieb mit einer Porengrofie von 220 
(Nybolt, Zurich, Schweiz) filtriert und mehrmals XDit kaltem 
destilliertem Nasser gewaschen. Die Suspension wurde wieder- 
um durch ein 220 Mxn-Nylonsieb filtriert und ausgiebig nit 
kalten destilliertem Wasser gewaschen, Der RUckstand 
(Epidemisfragmente) wurde in einen kleineren "Waring blen- 
der" (Volunen 250 ml) gegelsen und in destillierten Wasser 
und Eis viemal fttr je 15 Sekunden bei auf kleiner Stufe 
zerkleinert. Die Suspension wurde durch ein 220 MQ-Hylonsieb 
filtriert und ausgiebig mit kaltem destilliertem Wasser ge- 
waschen. Die Epidermis fragmente (RUckstand) %Airden mikrosko- 
pisch hinsichtlich einer Kontamination durch Mesophyllzellen 
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untersucht. Wenn dies der Fall war, vurde. der Zerkleine- 
runigsschritt im kleinen "Waring blender** viederholt. 
Der Aufschlufi der Schliefizellen der Epidemisfraginente er« 
folgte durch Zermorsern in f Itissigem Stickstoff in einem ge* 
kUhlten M6rser fUr ca. 2 h. Zur Oberprilfung des Aufschlusees 
der Schliefizellen warden regelmiiBig Proben genononen und mi- 
kroskopisch (iberprUft. Nach 2 h oder wenn eine genUgend gro- 
fie Anzahl von Schliefizellen aufgeschlossen wurde, wurde das 
entstandene Pulver in ein ReaktionsgefSfi (Volunen 50 ml) 
Uberftthrt und in einem Volumen GTC-Puffer (Chirgwin et al., 
Biochem. 18 (1979), 5294-5299) aufgenommen. Die Suspension 
wurde zentrifugiert und der Oberstand durch Miracloth 
(Calbiochem, La Jolla, Kalifornien) filtriert. Das Filtrat 
wurde wie in Glisin et al. (Biochemistry 13 (1974), 2633- 
2637) und Mornex et al. (J. Clin. Inves. 77 (1986), 1952- 
1961) fttr 16 h einer Ultrazentrifugation unterzogen. Nach 
der Zentrifugation wurde der RNA-Niederschlag in 250 /ii GTC- 
Puffer aufgenommen. Die RNA wurde durch Zugabe von 0,05 Vo- 
lumen 1 H EssigsSure und 0,7 Volumen Ethanol gefSllt. Die 
RNA wurde abzentrifugiert und der Niederschlag mit 3 H Na- 
triumazetat (pH 4,8) und 70% Ethanol gewaschen. Die RNA wur- 
de kurz getrocknet und in DEPC-behandeltem Wasser gel5st. 
Aus der isolierten RNA wurde nach Standardverfahren poly A***- 
RNA isoliert. Ausgehend von der poly (A*^) -mRNA wurde nach der 
Methode von Gubler und Hoffmann (Gene 25 (1983), 263-269) 
unter Verwendung eines Xho I-Oligo d(t) is'P^i^'^ers cDNA her- 
gestellt. Diese wurde nach EcoR I-Linkeraddition mit Xho 1 
nachgeschnitten und orientiert in einen mit EcoR I und Xbo I 
geschnittenen Lambda ZAP Il-Vektor (Stratagene, GmbH, Hei- 
delberg, Deutschland) ligiert. Das Verpacken in Phagenkfipfe 
erfolgte unter Verwendung des Gigapack II Gold kit's 
(Stratagene, GmbH, Heidelberg, Deutschland) nach den Angaben 
des Herstellers. 

Aus einer derartigen cDNA-Bibliothek wurden nach Standard- 
verfahren Phagenclone . isoliert und gereinigt, die mit der 
cDNA-Insertion aus dem Plasmid pRLl hybridisieren. Mit Hilfe 
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der in-vivo-excision-Hethode vurden von positiven Phagenclp* 
nen E. coli-Klone gevonnen, die ein doppelstrSngiges pBlu- 
escript-Plasmid mit der jeweiligen cDNA-lnsertion enthalten. 
Nach Oberprtlf ung der Grttfle und des Restriktionsmusters der 
Insertionen wurden geeignete Klone einer RestriXtionskartie- 
rung und einer Sequenzanalyse unteraogen. Aus einen geeigne- 
ten Clon wurde das Plasmid pRL2 (DSM 10225) isoliert, das 
eine vollstSndige cDNA enthait, die £Ur ein Stfirkekorn- 
gebundenes Protein aus Kartoffel codiert. 

Beispiel 5 

Die Nukleotidsequenz der cDNA-Inserticn des Plasmids pRL2 
vmrde wie in Beispiel 3 beschrieben bestinmt. Die Insertion 
ist 4856 bp lang. Die Nukleotidsequenz sowie die daraus ab- 
geleitete Aminosfiuresequenz ist in Seq ID No. 1 bzw. Seg ID 
Mo. 2 angegeben. Das entsprechende Gen wird im folgenden RL- 
Gen genannt. 

Beispiel 6 

K9nstr\lKti.on des Plasmlds nlS.g-anti-RI. u nd EinfUhruna dea 
Plasmids in das f^enom von Kartof fe lpf lanzfi > n 

Aus dem Plasmid pRLl wurde ait Hilfe der Restriktionsendonu- 
klease Asp7l8 ein ca. 1800 bp langes DNA-Fragment isoliert. 
Dieses entspricht der unter Seq ID No. 3 dargestellten DMA- 
Sequenz und enthSlt einen Teil des offenen Leser ahnens . Das 
Fragment wurde in den mit Asp718 geschnittenen binfiren Vek- 
tor pBinAR (Hdfgen und willmitzer. Plant Sci. 66 (1990), 
221-230) ligiert. Bei diesem handelt es sich um ein Derivat 
des binaren Vektors pBinl9 (Bevan, Nucl. Acids Res. 12 
(1984), 8711-8721). pBinAR wurde f olgendermaBen konstruiert: 
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Ein 529 bp langes Fragment^ das die Nukleotide 6909*7437 des 
35S-Proxnotor des Caulif lowermosaic-Virus \imfa5t (Franck et 
al*, Cell 21 (1980), 285-294), wurde als EcoR 1/Kpn J- 
Fragnent aus dem Plasmid pDH51 (Pietrzak et al. , Nucl. Acids 
Res. 14, 5857-5868) isoliert und zwischen die EcoR I- und 
die Kpn I-Schnittstellen des Polylinkers von pBinl9 ligiert* 
Dabei entstand das Plasmid pBinl9-A. 

Aus de& Plasmid pAGV40 (Herrera-Estrella et al,. Nature 303, 
209-213) vurde mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Pvu 
II und Hind III ein 192 bp langes Fragment isoliert, das das 
Polyadenylierungssignal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids 
pTiACHS (Gielen et al., EMBO J. 3, 835-846) umfaflt 
(Nukleotide 11749-11939). Nach Addition von Sph I -Linker n an 
die Pvu I-Schnittstelle wurde das Fragment zwischen die Sph 
I- und Hind Ill-Schnittstellen pBinl9-A ligiert. Dabei ent- 
stand pBinAR. 

Mit Hilfe von Restriktions- und Sequenzanalysen wurden re- 
kombinante Vektoren identif iziert, bei denen das DNA- 
Fragment derart in den Vektor inseriert ist, daB ein Teil 
der codierenden Region der cDNA-Insertion aus pRLl in anti- 
sense-orientierung mit dem 35S-Promotor verkntlpft ist. Das 
resultierende Plasmid, p35S-anti-RL, ist in Fig. 1 darge- 
stellt. 

Durch die Insertion des cDNA-Fragmentes entsteht eine Ex- 
press ionskassette, die folgendermaBen aus den Fragmenten A, 
B und C aufgebaut ist: 

Das Fragment A (529 bp) enthalt den 35S-Promotor des Caulif- 
lower-Mosaik-Virus (CaMV) . Das Fragment umfafit die Nukleoti- 
de 6909 bis 7437 des CaMV (Franck et al.. Cell 21 (1980), 
285-294) . 

Das Fragment B enthSlt neben f lankierenden Bereichen einen 
Teil der proteincodierenden Region der cDNA-Insertion aus 
dem Plasmid pRLl. Diese vurde wie oben beschrieben als 
Asp7 18 -Fragment aus pRLl isoliert und in anti-sense^ 
Orientierung an den 35S-Promotor in pBinAR fusioniert. 

^9 
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Fragment C (192 bp) enthSlt das Polyadenylierungssignal des 
Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTUCHS (Gielen et al., 

EMBO J. 3 (1984), 835-S46) . 

Die Grfifie des Plasmids p35S-anti-RL betrSgt ca. 12,8 kb. 
Das Plasmid wurde mit Hilfe Agrobakterien-vermittelter 
Transformation in Kartoffelpflanzen transferiert wie oben 
beschrleben. Aus den transformierten Zellen wurden ganze 
Pflanzen regeneriert. Die transformierten Pflanzen wurden 
unter GewSchshausbedingungen kultiviert. 

Die OberprUfung des Erfolges der genetischen Veranderung der 
Pflanzen erfolgte durch Analyse der Gesamt-RNA in einer 
Northern-Blot-Analyse beziiglich des Verschwindens der zu der 
cDNA komplementaren Transkripte. Hierzu wurde Gesamt-RNA aus 
Biattern trans formierter Pflanzen nach Standardmethoden iso- 
liert, gelelektrophoretisch auf einem Agarosegel aufger 
trennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer ra- 
dioaktiv markierten Probe hybridisiert, die die unter Seq id 
No. 1 dargestellte Seguenz oder einen Teil dieser Sequenz 
aufweist. In ca. 5-10% der transformierten Pflanzen fehlte 
in der Northern-Blot-Analyse die Bande, die das spezifische 
Transkript der unter Seq ID No. i dargestellten Sequenz dar- 
stellt. Diese Pflanzen wurden zur Analyse der StSrkequalitat 
verwendet . 

Beispiel 7 




Plasmii 



Einfflhi 



Aus dem Plasmid pRLi wurde mit Hilfe der Restriktionsendonu- 
klease Asp7l8 ein ca. 1800 bp langes DNA-Fragment isoliert, 
das einen Teil des offenen Leserahmens der cDNA-lnsertion 
umfaflt, und in den mit Asp7l8 geschnittenen Vektor B33-Hyg 
ligiert. Dieser Vektor wurde f olgendermafien hergestellt: 
Aus dem Vektor pBinAR Hyg (DSM 9505) wurde mit Hilfe der Re- 
striktionsendonukleasen EcoR I und Asp7i8 der 35S-Promotor 

to 
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entfernt. Aus dem Plasmid p33-anti*BE (DSM 6146) vurde nit 
Hilfe von £coR I und AspllB ein ca. 1526 bp langes Fragment, 
das den B33-Proinotor vmfafit, isoliert und in den nit EcoR I 
und Asp? 18 geschnittenen Vektor pBinAR Hyg (DSM 9505) inse- 
riert. 

Durch die Insertion des cDNA-Fragmentes in die Asp? 18- 
Schnittstelle des Plasmids B33*Hyg entsteht eine Expressi- 
onskassette , die folgendermafien aus den Fragnenten A, B und 
C aufgebaut ist (Fig. 4) : 

Das Fragment A enthSlt den B33-Promotor aus Solanum tubero- 
sum (EP 3??5 092; Rocha-Sosa et al., ENBO J. 8 (1989), 23- 
29) 

Das Fragment B enth&lt neben flankierenden Bereichen einen 
Teil der proteincodierenden Region der cDNA-Insertion aus 
dem Plasmid pRLl* Diese wurde wie oben beschrieben als 
Asp? iS^Fragment aus pRLl isoliert und in anti-sense-' 
Orientierung an den B33-Promotor in B33-Hyg fusioniert. 
Fragment C (192 bp) enthSlt das Polyadenylierungssignal des 
Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTiACH5 (Gielen et al. , 
EMBO J. 3 (1984), 835-846). 

Die Grofie des Plasmids pB33-anti-RL betrSgt ca. 12,8 kb. 
Das Plasmid vurde mit Hilfe Agrobakterien-vermittelter 
Transformation in Kartof felpf lanzen transf eriert wie oben 
beschrieben. Aus den transf ormiert en Zellen wurden ganze 
Pf lanzen regeneriert. Die transf ormierten Pf lanzen wurden 
unter GewSchshausbedingungen kultiviert. 

Die Oberpriifung des Erf olges der genetischen VerSnderung der 
Pflanzen erfolgte durch Analyse der Gesamt-RNA in einer 
Northern-Blot-Analyse beziiglich des Verschwindens der zu der 
cDNA komplementiiren Transkripte. Hierzu wurde Gesamt-RNA aus 
Knollen transf ormierter Pflanzen nach Standardmethoden iso- 
liert, gelelektrophoretisch auf einem Agarosegel aufge- 
trennt, auf eine Nylonmembran transf eriert und mit einer ra- 
dioaktiv markierten Probe hybridisiert, die die unter Seq ID 
No. 1 dargestellte Sequenz oder einen Teil dieser Sequenz 
aufweist. In ca. 5-10% der transf ormierten Pflanzen fehlte 
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in der Northern-Blot-Analyse die Bande, die Trahskripte dar- 
stent, die init der erfindungsgemSBen cDNA hybridisieren. 
Aus diesen Pflanzen wurde aus Knollen die Starke isoliert 
und wie in Beispiel 8 beschrieben analysiert. 

Belspiel 8 

Analyse rtAy 

Die gea&fi Beispiel 6 und Beispiel 7 transforaierten Kartof- 
felpflanzen wurden hinsichtlich der Eigenschaften der syn- 
thetisierten StSrke untersucht. Die Analysen vmrden an ver- 
schiedenen Linien von Kartoffelpflanzen durchgeflihrt , die 
Bit deia Plasnid p35S-anti-RL bzw. nit dem Plasmid pB33-anti- 
RL transfonniert worden waren und die in der Northern-Blot- 
Analyse die Bande nicht mehr aufwiesen, die Transkripte dar- 

stellt, die nit den erf indungsgemSBen DNA-Sequenzen hybridi- 
sieren. 

a) Bestimmung der ViskositSt wSBriger LSsungen der StSrke 

Zur Bestimmung der ViskositSt der w&Brigen L&sungen der 
in transformierten Kartoffelpflanzen synthetisierten 
Starke wurde aus Knollen von Pflanzen, die nit den Plas- 
nid p35S-anti-RL bzw. nit den Plasnid pB33-anti-RL trans- 
fomiert worden waren, StSrke nach Standardverfahren iso- 
liert. £s wurden jewel Is 30 g St&rke in 450 nl H2O aufge- 
nonnen und fUr die Analyse in einen Viskograph E 
(Brabender OHG Duisburg (Deutschland) ) verwendet. Der Be- 
trieb des GerStes erfolgte nach den Angaben des Herstel- 
lers. Zur Bestinnung der ViskositSt der waBrigen Lbsung 
der Starke wurde die Starkesuspension zunachst von 50»c 
auf 96 erhitzt nit einer Geschwindigkeit von 3»C pro 
min. AnschlieBend wurde die Tenperatur fUr 30 nin bei 
96«C gehalten. Danach wurde die LSsung von 96»c auf 50»C 
abgektlhlt nit einer Geschwindigkeit von 3»C pro nin. wah- 
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rend der gesamten Dauer wurde die ViskositSt bestixnmt. 
ReprSsentative Ergebnisse derartiger Messungen sind in 
Form von Kurven, in denen die Viskositat in AbhSngigkeit 
der Zeit dargestellt ist, in Fig. 3, Fig. 4 und Fig. 5 
wiedergegeben. Fig. 3 zeigt eine typische Brabenderkurve 
fttr Starke, die aus Wildtyp-Pf lanzen der Kartoffelvarie- 
tat D6sir6e isoliert wurde. Pig. 4 und 5 zeigen eine ty- 
pische Brabenderkurve fUr Starke, die aus Kartof f elpf lan- 
zen isoliert wurde, die mit dem Plasmid p35S-anti-RL bzw. 
pB33-anti-RL transforxniert worden waren. Aus den Kurven 

lassen sich verschiedene charakteristische Werte ablei- 
ten. 

FUr Wildtyppf lanzen ergeben sich dabei folgende charakte- 
ristische Werte: 

Tabelle i 



Wert 



Zeit 
[min : 



] 



DrehzQoment 
[BE] 



Tenperatur 
[•CJ 



A 


6 : 


: 30 


60,5 


± 


17,7 


69,9 ± 0,57 


B 


11 : 


: 30 


1838,0 


± 


161,2 


86,0 ± 2,1 


C 


15 J 


; 15 


1412,0 


± 


18,4 


96,0 


D 


45 : 


\ 15 


526,0 


± 


17,0 


96,0 


£ 


60 ; 


1 30 


812,0 


± 


8,5 


50,0 


F 


70 : 


\ 45 


853,0 


± 


5,7 


50,0 



Die Werte geben Mittelwerte aus 
sungen wieder. 



zwei verschiedenen Mes- 



In der Tabelle 1 und den folgenden Tabellen 2 und 3 be- 
deuten : 
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A: 




B: 


Maximale Viskosit&t 


C: 


Start der Haltezeit 


D: 


start der KUhlzeit 


E: 


Ende der KUhlzeit 


F: 


Ende der End-Haltezeit* 



Fttr Pflanzen, die mit dem Plasnid p35S-anti-RL transfor- 
miert worden waren (Linie P2) , ergeben sich dabei folgen^ 
de charakteristische Werte: 



Tabelle 2 



Wert 



A 
B 
C 
D 
E 
F 



[min 
6 

14 
15 
45 
60 
70 



00 
00 
15 
15 
30 
45 



Drehmoment 

[BE] 

50,0 

820,0 

815,0 

680,0 
1150,0 
1200,0 



Temperatur 

69,0 
93,0 
96,0 
96,0 
50,0 
50,0 



Ptlr Pflanzen, die mit dem Plasmid pB33-anti-RL transfer- 
miert worden waren (Linie P3) , ergeben sich dabei folgen- 
de Werte: 

Tabelle 3 



Wert 



A 
B 

C 
D 
£ 
P 



Zeit 
[min : 

7:0 
12:45 
15:15 
45:15 
60:30 
70:45 



Drehmoment 
[BE] 

31,0 

671,0 

662,0 

607,0 
1063,0 
1021,0 



Temperatur 

71,0 
88,3 
96,0 
96,0 
50,0 
50,0 



54 



wo 97/11188 



PCT/EP96/04109 



Aus den Figuren 3, 4 und 5 geht deutlich hervor, daS die 
StSrke aus trans foraier ten Pflanzen sich von der aus 
Wlldtyp-Pf lanzen insbesondere dadurch unterscheidet, dafi 
beim Aufkochen nur eine sehr geringe Vlskosit&tszunahme 
erfolgt. So liegt die maximale Viskosit&t bei der modi- 
fizierten Stiirke aus transf ormierten Pflanzen beim Auf*- 
kochen urn mehr als 50% unter dem Wert der Wildtyp- 
Starke. 

Andererseits steigt die Viskosit&t der aus transf ormier- 
ten Pflanzen isolierten Starke nach dem AbkOhlen st&rker 
an als bei Wildtyp-StSrke. 

b) Bestimmung des Phosphatgehaltes der StSrke 

Der Phosphatgehalt der Starke vurde bestimmti indem die 
Henge an Phosphate das an der C-6-Position von Glucosere- 
sten gebunden war, genessen vurde* Hierzu wurde Starke 
zunachst durch saurehydrolyse ' gespalten und anschlieBend 
der Gehalt an Glucose-*6-Phosphat mittels eines Enzymtests 
bestimmt, wie im folgenden beschrieben. 

100 mg Starke vurden in 500 m1 0,7 N HCl 4 h bei 100 
inkubiert. Nach der saurehydrolyse vurden 10 ^1 des An- 
satzes in 600 m1 Imidazolpuffer (100 mM Imidazol, 5 mM 
M9CI21 pH 6,9, 0,4 mM NAD'*') gegeben. Die Bestimmung der 
Menge an Glucose-6-Phosphat in dem Ansatz erfolgte durch 
Utasetzung mit dem Enzym Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase. 
Dazu vurde dem Ansatz 1 U Glucose-6-Phosphat- 
Dehydrogenase (aus Leuconostoc mesenteroides (Boehringer 
Mannheim)) zugesetzt und die Menge an gebildetem NADH 
durch Messung der Absorption bei 340 nm bestimmt. 

Der Gehalt an Glucose-6-Phosphat/Milligramm Starke ist in 
der folgenden Tabelle fttr nicht-transf ormierte Kartof fel-* 
pflanzen der Varietat Desir6e sovie fttr zvei Linien 
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(Pl{35S-anti-RL; P2 (35S-anti-RL) ) transgener Kartoffel- 
pflanzen, die nit den Plasmid p35S-anti-RL transforniert 
worden waren, angegeben. 

Tabalie 4 

Pflanzen ninol Glucose-6-Pho6phat/mg StXrke t 

Wildtyp 12,89 ± 1,34 100 

Pl(35S-anti-RL) 2,25 ± 0,41 17,4 

P2(35S-anti-RL) 1,25 ± 0 9,7 

Die folgende Tabelle zeigt den Glucose-e-Phosphat-Gehalt 
pro Milligranm stSrke bei Kartof felpf lanzen, die mit dem 
Plasmid pB33-anti-RL transformiert worden waren, im Ver- 
gleich zu StMrke aus nicht-transformierten Pflanzen (S. 
tuberosum c.v. D6sir6e) . 

Tabelle 5 

Pflanzen nmol Glucose-e-Phosphat/mg St£lrke % 

Wildtyp 9^80 4 0,68 100 

^ 4,50 ± 0,73 45,9 

2,64 ± 0,99 26,9 

1,14 ±0,44 11,6 

1,25 ± 0,49 12,8 



37 
45 
31 



Die Pflanzen 7, 37, 45 und 31 stellen unabhiingige Trans- 
formanten dar, die mit dem Plasmid pB33-anti-RL transfer- 
miert worden waren. Die Pflanze 37 reprSsentiert die Li- 
nie P3, fttr die in Figur 5 eine Brabenderkurve darge- 
stellt ist. 

Die Werte zeigen, dafi der Phosphatgehalt der modifizier- 
ten Starke aus transgenen Kartof felpf lanzen um mindestens 
ca. 50% im Vergleich zu StSrke aus Wildtyp-Pf lanzen ver- 
ringert ist. 

5& 
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c) Bestimnung des Glucose-, Fructose- und Saccharosegehalts 
von Knollen nach Lagerung bei 4 ^'C 

Knollen von Pflanzen verschiedener transgener Linien, die 
mit den antisense-Konstrukt p35S-anti-RL transf onniert 
worden waren, und von Wildtyp-Pf lanzen wurden fUr 2 Hona- 
te bei 4 bzw, bei 20 *C im Dunkeln gelagert. Anschlie- 
Bend wurden wie oben beschrieben die Mengen an Glucose, 
Fructose und Saccharose bestinmt. Dabei ergaben sich tiXr 
zwei transgene Linien folgende representative Werte: 



Tabelle 6 



Glucose Fructose 



20*C 4*C 20«C 4'C 20«C 4«C 

Wildtyp 0,84 55,4 0,62 52,8 8,5 13,1 

cv D6Birte 

Transgene 1,12 6,7 0,75 7,8 7,5 10,1 

Linie 15 

Transgene 1,00 6,4 0,75 7,5 6,9 6,9 

Linie 11 

Die Werte in der Tabelle sind in pnol Hexose bzw. Saccharose/ g 
Prischgewicht angegeben. 

Aus den Werten in Tabelle 6 wird deutlich, daB bei den 
transgenen Pflanzen bei einer Lagerung bei 4 ®C eine we- 
sentlich geringere Akkumulation reduzierender Zucker in 
den Knollen stattfindet als bei Wildtyp-Pf lanzen. 
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Insgesamt Shnelt die aus transgenen Kartof felpf lanzen 
isolierte modif izierte Starke der Starke aus Mais- 
Wildtyp-Pflanzen. im Vergleich 2u dieser besitzt sie den 
Vorteil, dafi sie geschmacksneutral ist und so fttr ver- 
schiedene Verwendungsmoglichkeiten im Nahrungsmittel- 
bereich besser geeignet ist. 

Beispiel 9 

Expression ^I?Fft"Tnrf?rtion des Plasmids pPT.::; \ 

(a) TrangfQrroation von BakteriengeT l^r^ 

2ur Expression der cDNA-Insertion des Plasmids pRL2 wur- 
den ZelliBn des E, coli-Stammes DH5a zunSchst mit dem 
Plasmid pACAC transformiert . Dieses Plasmid enthSlt ein 
DNA- Fragment, das die ADP-Glucose-Pyrophosphorylase 
(AGPase) aus E. coli codiert, unter der Xontrolle des 
lac Z-Promotors. Das Fragment war als ca. 1,7 kb grofies 
Dral/Haell-Fragment aus dem Vektor pEcA-15 (siehe B. 
MUller-Rfiber (1992), Dissertation, FU Berlin) isoliert 
worden und nach GlSttung der Enden in einen mit HihdIZI 
linearisierten pACACls 4 -Vektor cloniert worden. Die Ex- 
pression der AGPase soil eine Steigerung der Glycogen- 
synthese in transformierten E. coli Zellen bewirken. Die 
der art transformierten Zellen werden im folgenden als E. 
coli-Kl-Zellen bezeichnet. 

Zur Bestimmung der EnzymaktivitSt des durch die cDNA des 
Plasmids pRL2 codierten Proteins, wurden E. coli-Kl- 
Zellen mit dem Plasmid pRL2 transformiert. Die transfer-* 
mierten E. coli-Zellen, die sowohl das Plasmid pACAC als 
auch das Plasmid pRL2 enthalten, werden im folgenden als 
E. coli-K2-Zellen bezeichnet. 

Der Transfer der Plasmid-DNA in die Bakterienzellen er- 
folgte jewel Is nach der Methods von Hanahan (J. Mol. 
Biol. 166 (1983), 557-580). Die transformierten E. coli 
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Zellen wurden auf Agarkulturschalen mit folgender Zusam- 
mensetzung ausgestrichen: 

YT-Medium mit 



10 Mg/ml Chloramphenicol bei E. coli-Kl-Zellen 
bzw. 

10 M9/ml Chloramphenicol und 

10 Mg/ml Ampicillin bei E. coli-K2-2ellen. 

Escherichia coli Zellen des Stammes DH5_/ die mit dam 
Plasmid pRL2 + pACAC (E. coli-K2-Zellen) sowie als Kon- 
trolle nur mit dem Plasmid pACAC (E, coli-Kl-Zellen) 
transformiert worden sind, wurden auf Agarplatten ange- 
zogen. Das gebildete Glycogen der verschiedenen Kulturen 
wurde bezuglich des Phosphorylierungsgrades (an 
Position des Glucosemolektils) hin untersucht, wie im 
folgenden beschrieben wird. 

(b) Isolieruna von bakterielleTn Glycogen 

Zur Isolierung von bakteriellem Glycogen wurde der nach 
der Transformation gewachsene Bakterienrasen von jeweils 
6 Agarplatten (0 135 mm) mit 5 ml YT-Medium/Platte abge- 
schwemmt. Die Bakteriensuspension wurde bei 4500 xg ftlr 
5 Minuten zentrifugiert. Der Bakterienniederschlag wurde 
in 10 ml YT-Medium resuspendiert. Der Aufschlufi der Bak- 
terien erfolgte durch Zugabe von 2 Volumen Aufschlufime- 
dium (0,2 N NaOH; 1% SDS) und Inkubation fttr 5 Minuten 
bei RT. Durch Zugabe von 3 Volumen EtOH abs., 30 mintiti- 
ger Inkubation bei 4»C und anschliefiender Zentrifugation 
von 15 Minuten bei 8000 gx wurde das Glycogen sedimen- 
tiert. AnschlieSend wurde der Niederschlag mit 100 ml 



1,5% 



Bacto-Agar 

Natriumphosphat-Puffer, pH 7,2 
Glucose 



50 mM 



1% 
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70%igein EtOH gevaschen und erneut durch einen Zentrifu- 
gationsschritt (10 Minuten bei 8000 xg) sediment lert. 
Der Waschvorgang wurde 4 mal wiederholt. 

(c) Bestimmuna des GesamtalYcoaenaehaltes 

Das isolierte und sedxxnentierte Glycogen wurde zunachst 
durch saure Hydrolyse (Losen des Niederschlags in 2 ml 
0,7 N HCl; Inkubation fUr 4 Stunden bei 100 •€) in die 
einzelnen Glucostemolekiile aufgespalten. Der Glucosege* 
halt der L5sung wurde mittels geJcoppelter enzymatischer 
Reaktion eines StSrke-Tests nach Angaben des Herstellers 
(Boehringer Mannheim) an einen Photometer (Firma 
Kontron) bei einer Wellenliinge von 340 nm bestimmt. 
Der Reaktionspuf fer enthalt: 

100 mM MOPS, pH 7,5 
10 mM MgCl2 

2 mM EDTA 

0,25 mM NADP 

1 mM ATP 

1 U/ml Glucose<-6«» 
Phosphat-Dehydrogenase 

2 U/ml Hexokinase 

Die Messung erfolgte bei 25*C mit 10 m1 Glucoselosung. 

(d) Bestimmuna des Gl ucose>6-Phosphat Gehaltes 

Zur Bestimmung des Gehaltes der an C-6-Position phospho* 
rylierten GlucosemolekUle wurden gleiche Stoffmengen an 
Glucose, jeweils der verschiedenen Bakterienkulturen, 
eingesetzt. Durch Zugabe von gleichen Volumina an 0,7 N 
KOH zu dem mittels saurer Hydrolyse (siehe oben) in sei- 
ne GlucosemolekUle aufgespaltenen Glycogens, wurde die 
Ldsung neutralisiert. 
Der Reaktionspuf fer enthSlt: 
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100 nM MOPS, pH 7,5 

10 mM MgCl2 

2 inM EDTA 

0,25 nM NADP 

2 U/ml Glucose-6- 

Phosphat-Dehydrogenase 

Die Messung erfolgte bei 25«C mit 100-150 §m1 Glucoselo- 
sung. 

(e) Wachweis einer bakterielles Glycogen phosnh orvlierenden 
Enzvmaktiivitaii 

Die Ergebnisse der Bestinimung des Phosphatgehaltes des 
in den Bakterienzellen synthetisierten Glycogens zeigen, 
daB das Glycogen der £• coli Zellen, die nit den Plasmi- 
den pACAC + pRL2 transf ormiert worden waren, eine bis zu 
290 ± 25% erhdhte Phosphorylierung an C-6-Position der 
Glucose aufweist, verglichen nit den Kontrollansatz (E« 
coli Zellen transf omiert nit den Plasnid pACYC) (siehe 
folgende Tabelle) 

£• coli-*Zellen Glucose-6-Phosphat:Gluco£fe 

in Glycogen 

£• coli-Kl l:(4600 1 1150) 

E. Coli-K2 l:(1570 ± 390) 

Die hier dargestellten Phosphorylierungsgrade sind der 
Mittelwert aus nindestens 6 Hessungen ausgehend von 6 
unabhSngigen Transf omationen und Glycogenisolierungen. 

Beispiel 10 

EinfUhruna des Plasmids p35S-anti-RL in Kombination nit den 
Plasnid p3SSH^anti-BE in das Genom von Kartof f elpf lanzen 
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Das Plasmid p35S-anti-RL wurde konstruiert wie im Beispiel 6 
beschrieben. Das Plasmid p35SH-anti-BE wurde konstruiert wie 
in der Amneldung WO95/07355, Beispiel 3, beschrieben. Beide 
Plasaide wurden nit Hilf e der Agrobakterium vermittelter 
Transformation wie oben beschrieben sequentiell in Kartof- 
felpflanzen transferiert. Dazu wurde zuniichst das Plasmid 
p35SH-anti-BE in Kartof felpf lanzen transformiert. Es wurden 
ganze Pflanzen regeneriert und auf eine verringerte Expres- 
sion des branching-Enzymgens selektiert. Anschlieflend wurde 
das Plasmid p35S-anti-RL in die schon reduzierte Expression 
des branchlng-Enzyms aufweisenden transgenen Pflanzen trans- 
formiert. Aus den transformiert en Zellen wurden wiederum 
transgene Pflanzen regeneriert, und die transformierten 
Pflanzen wurden unter GewSchshausbedingungen kultiviert. Die 
Oberpriifung des Erf olges der genetischen VerSnderung der 
Pflanzen in Bezug auf eine stark reduzierte Expression so- 
wohl des iJranching-Enzymgens als auch in Bezug auf eine 
stark reduzierte Expression des RL-Gens erfolgte durch Ana- 
lyse der gesamten RHA in einer RNA-Blot-Analyse bezUglich 
des Verschwindens der zu Verzweigungsenzym-cDNA bzw. RL-cDMA 
komplementaren Transteipte. Hierzu wurde die Gesamt-RNA aus 
BlStter transformierten Pflanzen nach beschriebenen Methoden 
isoliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran 
transferiert und mit einer radioaktiv markierten Probe hy- 
bridisiert, die die unter Seq ID No. i dargestellte Sequenz 
Oder einen Teil dieser Sequenz aufweist und anschlieBend mit 
einer radioaktiv markierten Probe hybridisiert, die die Se- 
quenz der Verzweigungsenzym-cDNA (vgl. W092/ 14827. Beispiel 
1) Oder einen Teil derselben aufweist. In ca. s% - io% der 
transformierten Pflanzen fehlte in der RNA-B lot-Analyse so- 
wohl die Bande, die das spezifische Transkript der unter 
Seq. ID No. 1 dargestellten Sequenz darstellt als auch die 
Bande, die das spezifische Transkript der Verzweigungsenzym- 
cDNA (vgl. W092/14827, Beispiel 1) darstellt. Diese Pflan- 
zen, welche als R4-Pflanzen bezeichnet wurden, wurden zur 
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Analyse der QualitSt der in den Knollen enthaltenen St&rke 
elngesetzt • 

Belspiel 11 

Einfahruna des Plasmids pB3 3-anti-RL in Kombination mit dem 
Plasmid pB33-ant i-GBSSI i n das Genom von Kartof f elpf lanzen 

Das Plasmid pB33*anti-RL vurde konstruiert vie in Beispiel 7 
beschrieben. Das Plasmid pB33-anti-GBSSI wurde wie folg^ 
konstruiert: 

Das Dral/Dral Fragment aus der Promot or region des Patatin 
Klasse I Gens B33 von Solanum tuberosum, umfassend die Nu- 
kleotide -1512 bis +14 (Rocha-Sosa et al., EMBO J 8 (1989), 
23-29) vmrde in die Smal Schnittstelle des Plasmids pUC19 
ligiert. Aus dem entstandenen Plasmid vurde das Promotor- 
fragment als EcoRl/Hindlll Fragment in die poiyiin/cer Region 
des Plasmids pBinl9 (Bevan, Nucleic Acids Research 12 
(1984), 8711-8721) ligiert. Anschliefiend vurde das 3* £coRI 
Fragment 1181 bis 2511 des GBSSI-Gens von Solanum tuberosum 
(Hergersberg, Dissertation (1988) Universit&t zu Koln) in 
die EcoRl Schnittstelle des entstandenen Plasmids ligiert. 

Beide Plasmide vurden mit Hilfe Agrobakteriiam vermittelter 
Transformation sequentiell in Kartof f elpf lanzen transferiert 
vie unter Beispiel 10 beschrieben. Aus den transf ormierten 
Zellen vurden ganze Pf lanzen regeneriert, und die transf or- 
mierten Pflanzen vurden unter Gevachshausbedingungen kulti- 
viert. Die Oberpriifung des Erfolges der genet ischen VerSnde- 
rungen der Pflanzen erfolgte durch Analyse der Gesamt-RNA in 
einer RNA-B lot- Analyse beziiglich des Verschvindens der zu 
den beiden cDNAs komplementSren Transkripte. Hierzu vurde 
die Gesamt-RNA aus Knollen transf ormierter Pflanzen nach 
Standardmethoden isoliert, gelelektrophoretisch auf einem 
Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nembran transferiert und 
mit einer radioaktiv markierten Probe hybridisiert, die die 
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unter Seq ID No, i dargestellte Sequenz oder einen Teil der 
Sequenz aufweist. Danach vurde die gleiche Membran mit einer 
radioaktiv markierten Probe hybridisiert, die die Sequenz 
des GBSSI-Gens oder einen Teil dieser Sequenz aufweist 
(Hergersberg, Dissertation (1988) UniversitSt zu K61n) . In 
ca. 5% bis 10% der transformierten Pflanzen fehlte in der 
RNA-Blot-Analyse die Bande, die Transkripte darstellt, die 
mit der erf indungsgemSBen cDNA bzw. mit der GBSSI-cDNA hy- 
bridisierten, Aus den Knollen dieser Pflanzen, welche als 
RB'-Pflanzen bezeichnet vnirden, wurde St&rke isoliert und 
analysiert. 

Beisplel 12 

Starkea nalvse der R4-Pflan2ep 

Die gemSfi Beispiel 10 transformierten Kartof felpf lanzen wur- 
den hinsichtlich der Eigenschaften der synthetisierten StSr* 
ke untersucht. Die Analysen vurden an verschiedenen Linien 
von Kartoffelpf lanzen durchgefilhrt, die mit den beiden Plas- 
miden p35S-anti-RL und p35SH-anti-BE transf ormiert worden 
waren und die in der RNA-Blot-Analyse die Banden nicht mehr 
Oder stark reduziert aufwiesen, die Transkripte darstellen, 
die mit den erf indungsgem^Ben DNA^Sequenzen bzw. mit der Se- 
quenz der Verzweigungs-cDNA hybridisieren. 

a) Bestimmung der ViskositSt wSBriger LSsungen der StSrke 

2ur Bestimmung der ViskositSt der wafirigen L5sungen der 
in transformierten Kartof felpf lanzen synthetisierten 
StSrke wurde aus Knollen von Pflanzen, die mit dem Plas- 
mid p35S-anti-RL und mit dem Plasmid p35SH-anti-BE 
transf ormiert worden waren, Starke nach Standardverf ah- 
ren isoliert. Es wurden jeweils 2 g Starke in 25 ml H2O 
aufgenommen und fiir die Analyse in einem Rapid Visco 
Analyser (Newport Scientific Pty Ltd, Investment Support 
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Group, Warrievood NSW 2102, Australien) verwendet • Der 
Betrieb des GerStes erfolgte nach den Angaben des Her* 
stellers. Zur Bestimmung der Viskosit&t der wSfirigen Ld- 
sung der StSrke %mrde die StSrkesuspension zunSchst von 
50^C auf 95 ""C erhitzt mit einer Geschvindigkeit von 12'' C 
pro min* Anschllefiend vurde die Tenperatur fUr 2,5 min 
bei 95^c gehalten. Danach %rurde die Losung von 95^C auf 
50 abgekiihlt mit einer Geschvindigkeit von 12 ""C pro 
min. WShrend der gesamten Dauer vurde die ViskositSt be- 
stisimt. Representative Ergebnisse derartiger Nessungen 
sind in Form von Kurven, in denen die Viskosit&t in Ab* 
hSngigkeit von der Zeit dargestellt ist, viedergegeben. 
Fig. 6 zeigt unter 1 eine typische RVA-Kurve fUr StSrke, 
die aus Wildtyp*Pf lanzen der Kartof felvarietSt D6sir6e 
isoliert vurde. Linie 2 bzv. 3 zeigen typische RVA- 
Kurven fiir StSrken, die aus Kartof f elpf lanzen isoliert 
vurde, die mit dem Plasmid p35SH-anti-BE bzv. p35S-anti- 
RL transformiert vorden varen. Linie 4 zeigt eine typi- 
sche RVA-Kurve ftir StSrke, die aus den Knollen von 
Pflanzen isoliert vorden ist, die mit dem Plasmid p35SH- 
anti-BE in Kombination mit dem Plasmid p35S-anti-RL 
transformiert vorden ist. Linie 4 zeichnet sich durch 
das Fehlen jedveder ViskositStszunahme in Abhangigkeit 
von der Temperatur aus . 

b) Bestimmung des Amylose/Amylopektinverhaltnisses 

Aus den Knollen von transf ormierten Kartof f elpf lanzen 
isolierte StSrke vurde auf das Anylose zu Amylopektin- 
verhSltnis untersucht. Dabei ergab sich fUr die Pflan- 
zenlinie R4-1 (dargestellt in Linie 4 der Fig. 6) ein 
Amylosegehalt von Uber 70%. Ftir die Pf lanzenlinie R4-3 
ergab sich ein Amylosevert von 27%, vahrend der Amylose- 
gehalt in Wi IdtypstSrke aus der Sorte D£sir6e zvischen 
19 und 22% liegt. 
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Starkeaii^lvae der R3-Pflan2en 

Die gemSB Beispiel 11 transf ormierten Kartof f elpf lanzen wur- 
den hinsichtlich der Eigenschaften der synthetisierten StSr- 
ke untereucht. Die Ajialysen wurden an verschiedenen Linien 
von Kartof f elpf lanzen durchgef tihrt , die mit den beiden Plas- 
iniden pB33-anti-RL und pB3 3 -ant i-GBSSI transf ormiert worden 
waren und die in der RNA-Blot-Analyse die Banden nicht aehr 
Oder stark reduziert aufwiesen, die Transkripte darstellen/ 
die mit den erf indungsgemSflen DNA-Sequenzen bzw. mit der Se- 
quenz der GBSSI-cDNA hybridisieren. 

a) Bestimmung der Viskositat wSBriger Losungen der StSrke 

Zur Bestimmung der Viskositat der wSBrigen Losungen der 
in transformierten Kartof f elpf lanzen synthetisierten 
Starke wurde aus Knollen von Pf lanzen, die mit dem Plas- 
mid pB33-anti*RL in Kombination mit dem Plasmid pB33- 
anti-GBSSI transf ormiert worden varen, Starke nach Stan- 
dardverfahren isoliert. Die Bestimmung der Viskositat 
mittels eines Rapid Visco Analysers erf olgte nach der in 
Beispiel 12, Teil a, beschriebenen Methode. Die Ergeb- 
nisse sind in Figur 7 dargestellt. Fig. 7 zeigt in Linie 
1 eine typische RVA-Kurve fttr Starke, die aus Wildtyp- 
Pf lanzen der Kartof felvarietat D6sirfee isoliert wurde. 
Linie 2 bzw. 3 zeigen typische RVA-Kurven fUr Starken, 
die aus Kartof f elpf lanzen isoliert wurde, die mit dem 
Plasmid pB33-anti-GBSSl bzw. p35S-anti-RL transf ormiert 
worden waren. Linie 4 zeigt eine typische RVA-Kurve fUr 
Starke, die aus den Kartof f elpf lanzen isoliert wurde, 
die mit dem Plasmid pB33-anti-GBSSI in Kombination mit 
dem Plasmid pB3:i-anti-RL transf ormiert worden waren. 
Diese Kurve zeichnet sich durch das Fehlen des Viskosi- 
tatsmaximums sowie dem Fehlen des Anstiegs der Viskosi- 
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tilt bei 50*C aus. Des weiteren zeichnet sich diese St&r- 
ke dadurch aus, daS der nach RVA-Behandlung erhaltene 
Klelster so gut wie keine Retrogradation nach mehrtagi-* 
ger Inkubation bei Rauntemperatur aufveist. 

b) Bestimmung des Amylose/AmylopektinverhSltnisses 

Aus den Knollen von transf ormierten Kartof f elpf lanzen 
isolierte StSrke wurde auf das Amylose zu Amylopektin-* 
verhiiltnis untersucht. Dabei ergab sich fttr die Pf Ian** 
zenlinie R3-5 (dargestellt in Linie 4 der Fig. 7) ein 
Amylosegehalt von unter 4%, fUr die Pf lanzenlinie R3-6 
ein Amylosegehalt von unter 3%. Der Amylosegehalt in 
Wildtypstarke aus der Sorte Desir4e liegt zvischen 19 
und 22% liegt. 

c) Bestimmung des Phosphatgehaltes der St&rke 

Der Phosphatgehalt der StSrke wurde bestimmt, indem die 
Menge an Phosphat, das an der C-6<-Position von Glucose- 
resten gebunden war, gemessen wurde. Hierzu wurde St&rke 
zunachst durch Saurehydrolyse gespalten und anschliefiend 
der Gehalt an Glucose*6-Phosphat mittels eines Enzyme- 
tests bestimmt, wie im folgenden beschrieben. 

100 mg St&rke wurden in 500 m1 0,7 N HCl 4 h bei 100 «C 
inkubiert. Nach der S&urehydrolyse wurden 10 m1 des An- 
satzes in 600 ^1 Imidazolpuf f er (100 mM Imidazol, 5 mH 
HgCl2y pH 6,9, 0,4 mN NAD*^) gegeben. Die Bestimmung der 
Menge an Glucose-6*-Phosphat in dem Ansatz erfolgte durch 
Umsetzung mit dem Enzym Glucose-6-Phosphat-> 
Dehydrogenase. Dazu wurde dem Ansatz 1 U Glucose-6i- 
Phosphat-Dehydrogenase (aus Leuconostoc mesenteroides 
(Boehringer Mannheim) ) zugesetzt und die Menge an gebil- 
detem NADH durch Messung der Absorption bei 340 nm be«- 
stimmt. 
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Der Gehalt an Glucose-€-Phosphat/Milligranin StSrke ist 
in der folgenden Tabelle fUr nicht-transfornierte Kar- 
toffelpflanzen der VarietSt D6sir6e sovie fttr die Linien 
R3-5 und R3-6 transgener Xartof felpf lanzen, die mit den 
Plasnid pB33-anti-RL in Kombination nit den Plasnid 
pB33-anti-GBSSI transfomiert vorden waren, angegeben. 
Zun Vergleich ist der Wert fttr die StSrke aus der sog. 
hrajfy-Kartof fel (US2-10) mit angegeben, die mit den Plas- 
nid pB33-anti-GBSSI transfomiert worden war. 



Vabelle 7 



Pflanzen nmol Glucose-6-Phosphat/mg StSrke t 

Wildtyp 9,80 ± 0,68 100 



R3-5 
R3-6 



1,32 ± 0,10 13 
1,37 ± 0,15 14 



US2-10 10,82 ± 0,42 



110 



h8 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEZNE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Jens KoEmann 

(B) STRASSE: Golmer Fichten 9 

(C) ORT; Golm 
(E) LAND: DE 

(P) POSTLEITZAHL : 14476 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Pflanzen, die eine modif izierte Staerke 
synthetisieren, VerfaOiren zu ihrer Herstellung, sowie 
modifizierte St&rke 

(ill) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

(iv) COMPUTER- LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRA6ER: Floppy disk 

(B) COMPOTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4856 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA ZU mRNA 

(vi) URSPRdNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Solanum tiiberosum 

(B) STAMM: C.V. Berolixui 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAHE/SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE: 105. .4497 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: .1 : 
CATCTTCATC GAATTTCTCG AAGCTTCTTC GCTAATTTCC TGGTTTCTTC ACTCAAAATC 60 
GACGTTTCTA GCTGAACTTG AGT6AATTAA 6CCAGTGGGA GGAT ATG AGT AAT TCC 116 



Net Ser Asn Ser 
1 



TTA GGG AAT AAC TTG CTG TAC CAG GGA TTC CTA ACC TCA ACA GTG TTG 
Leu Gly Asn Asn Leu Leu Tyr Gin Gly Phe Leu Thr Ser Thr Val Leu 
5 10 15 20 



164 



GAA CAT AAA AGT AGA ATC AGT CCT CCT TGT GTT GGA GGC AAT TCT TTG 
Glu His Lys Ser Arg lie Ser Pro Pro Cys Val Gly Gly Asn Ser Leu 

25 30 35 



212 



TTT CAA CAA CAA GTG ATC TCG AAA TCA CCT TTA TCA ACT GAG TTT CGA. 260 
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Phe Gin Gin Gin Val lie Ser Lys Ser Pro Leu Ser Thr Glu Phe Arg 

40 45 50 

6GT AAC AGO TTA AAG GTG CAG fiJiA AAG AAA ATA CCT ATG GAA AAG AAG 308 
Gly Asn Arg Leu Lys Val Gin Lys Lys Lys He Pro Met Glu Lys Lvs 
55 60 65 

CGT GCT TTT TCT AGT TCT CCT CAT GCT GTA CTT ACC ACT GAT ACC TCT 356 
Arg Ala Phe Ser Ser Ser Pro His Ala Val Leu Thr Thr Asp Thr Ser 
70 75 BO 

TCT GAG CTA GCA GAA AAG TTC AGT CTA GGG GGG AAT ATT GAG CTA CAG 404 

Ser Glu Leu Ala Glu Lys Phe Ser Leu Gly Gly Asn He Glu Leu Gin 

90 95 100 



GTT GAT GTT AGG CCT CCC ACT ^TCA GGT GAT GTG TCC TTT GTG GAT TTT 
Val Asp Val Arg Pro Pro Thr Ser Gly Asp Val Ser Phe Val Asp Phe 

105 110 lis 



452 



CAA GTA ACA AAT GGT AGT GAT iJVA CTG TTT TTG CAC TGG GGG GCA GTA 500 
Gin Val Thr Asn Gly Ser Asp Lys Leu Phe Leu His Trp Gly Ala Val 

120 125 130 

AAA TTC GGG AAA GAA ACA TGG TCT CTT CCG AAT GAT CGT CCA GAT GGG 548 
Lys Phe Gly Lys Glu Thr Trp Ser Leu Pro Asn Asp Arg Pro Asp Gly 
135 140 145 

ACC AAA GTG TAC AAG AAC AAA GCA CTT AGA ACT CCA TTT GTT AAA TCT 596 
Thr Lys Val Tyr Lys Asn Lys Ala Leu Arg Thr Pro Phe Val Lys Ser 
150 155 160 

GGC TCT AAC TCC ATC CTG AGA CTG GAG ATA CGA GAC ACT GCT ATC GAA 644 
Gly Ser Asn Ser He Leu Arg Leu Glu He Arg Asp Thr Ala He Glu 
165 170 175 180 

GCT ATT GAG TTT CTC ATA TAC GAT GAA GCC CAC GAT AAA TGG ATA AAG 692 
Ala He Glu Phe Leu He Tyr Asp Glu Ala His Asp Lys Trp He Lys 

185 190 195 

AAT AAT GGT GGT AAT TTT CGT GTC AAA TTG TCA AGA AAA GAG ATA CGA 740 
Asn Asn Gly Gly Asn Phe Arg Val Lys Leu Ser Arg Lys Glu He Arg 

200 205 210 

GGC CCA GAT GTT TCT GTT CCT GAG GAG CTT GTA CAG ATC CAA TCA TAT 788 
Gly Pro Asp Val Ser Val Pro Glu Glu Leu Val Gin He Gin Ser Tyr 
215 220 225 

TTG AGG TGG GAG AGG AAG GGA AAA CAG AAT TAC CCC CCT GAG AAA GAG 836 
Leu Arg Trp Glu Arg Lys Gly Lys Gin Asn Tyr Pro Pro Glu Lys Glu 
230 235 240 

AAG GAG GAA TAT GAG GCT GCT CGA ACT GTG CTA CAG GAG GAA ATA GCT 884 
Lys Glu Glu Tyr Glu Ala Ala Arg Thr Val Leu Gin Glu Glu He Ala 
245 250 255 260 

CGT GGT GCT TCC ATA CAG GAC ATT CGA GCA AGG CTA ACA AAA ACT AAT 932 
Arg Gly Ala Ser He Gin Asp He Arg Ala Arg Leu Thr Lys Thr Asn 

265 270 275 
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GAT AAA AGT CAA A6C AAA GAA GAG CCT CTT CAT GTA ACA AAG AGT GAT 980 

Asp Lys Ser Gin Ser Lys Glu GIu Pro Leu His Val Thr Lys Ser Asp 

2B0 285 290 

ATA CCT GAT GAC CTT GCC CAA GCA CAA GCT TAC ATT AGG TGG GAG AAA 1028 
lie Pro Asp Asp Leu Ala Gin Ala Gin Ala Tyr lie Arg Trp Glu Lys 
295 300 305 

GCA GGA AAG CCG AAC TAT CCT CCA GAA AAG CAA ATT GAA GAA CTC GAA 1076 

Ala Gly Lys Pro Asn Tyr Pro Pro Glu Lys Gin lie Glu Glu Leu Glu 
310 315 320 

GAA GCA AGA AGA GAA TTG CAA CTT GAG CTT GAG AAA GGC ATT ACC CTT 1124 
Glu Ala Arg Arg Glu Leu Gin Leu Glu Leu Glu Lys Gly lie Thr Leu 
325 330 335 340 

GAT GAG TTG CGG AAA ACG ATT ACA AAA GGG GAG ATA AAA ACT AAG GTG 1172 

Asp Glu Leu Arg Lys Thr lie Thr Lys Gly Glu lie Lys Thr Lys Val 

345 350 355 

GAA AAG CAC CTG AAA AGA AGT TCT TTT GCC GTT GAA AGA ATC CAA. AGA 1220 
Glu Lys His Leu Lys Arg Ser Ser Phe Ala Val Glu Arg lie Gin Arg 

360 365 370 

AAG AAG AGA GAC TTT GGG CAT CTT ATT AAT AAG TAT ACT TCC AGT CCT 1268 
Lys Lys Arg Asp Phe Gly His Leu He Asn Lys Tyr Thr Ser Ser Pro 
375 380 385 

GCA GTA CAA GTA CAA AAG GTC TTG GAA GAA CCA CCA GCC TTA TCT AAA 1316 
Ala Val Gin Val Gin Lys Val Leu Glu Glu Pro Pro Ala Leu Ser Lys 
390 395 400 

ATT AAG CTG TAT GCC AAG GAG AAG GAG GAG CAG ATT GAT GAT CCG ATC 1364 
He Lys Leu Tyr Ala Lys Glu Lys Glu Glu Gin He Asp Asp Pro He 
405 410 415 420 

CTA AAT AAA AAG ATC TTT AAG GTC GAT GAT GGG GAG CTA CTG GTA CTG 1412 
Leu Asn Lys Lys He Phe Lys Val Asp Asp Gly Glu Leu Leu Val Leu 

425 430 435 

GTA GCA AAG TCC TCT GGG AAG ACA AAA GTA CAT CTA GCT ACA GAT CTG 1460 

Val Ala Lys Ser Ser Gly Lys Thr Lys Val His Leu Ala Thr Asp Leu 

440 445 450 

AAT CAG CCA ATT ACT CTT CAC TGG GCA TTA TCC AAA AGT CCT GGA GAG 1508 
Asn Gin Pro He Thr Leu His Trp Ala I^u Ser Lys Ser Pro Gly Glu 

455 460 465 

TGG ATG GTA CCA CCT TCA AGC ATA TTG CCT CCT GGG TCA ATT ATT TTA 1556 
Trp Met Val Pro Pro Ser Ser lie Leu Pro Pro Gly Ser He He Leu 
470 475 480 

GAC AAG GCT GCC GAA ACA CCT TTT TCA GCC AGT TCT TCT GAT GGT CTA 1604 
Asp Lys Ala Ala Glu Thr Pro Phe Ser Ala Ser Ser Ser Asp Gly Leu 
485 490 495 500 

ACT TCT AAG GTA CAA TCT TTG GAT ATA GTA ATT GAA GAT GGC AAT TTT * 1652 
Thr Ser Lys Val Gin Ser Leu Asp He Val He Glu Asp Gly Asn Phe 

505 510 515 
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GTG GGG ATG CCA TTT GTT CTT TTG TCT GGT GAA AAA TGG ATT AAG AAC 
Val Gly Met Pro Phe Val Leu Leu Ser Gly Glu Lys Trp He Lys Asn 

520 525 

CAA GGG TCG GAT TTC TAT GTT GGC TTC AGT GCT GCA TCC AAA TTA GCA 
Gin Gly Ser Asp Phe Tyr Val Gly Phe Ser Ala Ala Ser Lys Leu Ala 
535 540 

CTC AAG GCT GCT GGG GAT GGC AGT GGA ACT GCA AAG TCT TTA CTG GAT 
Leu Lys Ala Ala Gly Asp Gly Ser Gly Thr Ala Lys Ser Leu Leu Asd 
550 555 560 

AAA ATA GCA GAT ATG GAA AGT GAG GCT CAG AAG TCA TTT ATG CAC CGG 
Lys He Ala Asp Met Glu Ser Glu. Ala Gin Lys Ser Phe Met His Ara 

565 570 C1C ' 

575 580 

TTT AAT ATT GCA GCT GAC TTG ATA GAA GAT GCC ACT AGT GCT GGT GAA 
Phe Asn He Ala Ala Asp Leu He Glu Asp Ala Thr Ser Ala Gly Glu 

585 590 595 

CTT GGT TTT GCT GGA ATT CTT 3TA TGG ATG AGG TTC ATG GCT ACA AGG 
Leu Gly Phe Ala Gly He Leu Val Trp Met Arg Phe Met Ala Thr Arg 

60S 610 

CAA CTG ATA TGG AAC AAA AAC TAT AAC GTA AAA CCA CGT GAA ATA AGC 
Gin Leu He Trp Asn Lys Asn ryr Asn Val Lys Pro Arg Glu He Ser 
^^5 620 625 

AAG GCT CAG GAC AGA CTT ACA .3AC TTG TTG CAG AAT GCT TTC ACC AGT 
Lys Ala Gin Asp Arg Leu Thr Asp Leu Leu Gin Asn Ala Phe Thr Ser 
€30 635 640 

CAC CCT CAG TAC CGT GAA ATT TTG CGG ATG ATT ATG TCA ACT GTT GGA 
His Pro Gin Tyr Arg Glu He :Leu Arg Met He Met Ser Thr Val Gly 

«0 655 660 

CGT GGA GGT GAA GGG GAT GTA «3GA CAG CGA ATT AGG GAT GAA ATT TTG 
Arg Gly Gly Glu Gly Asp Val Gly Gin Arg He Arg Asp Glu He Leu 

665 670 675 

GTC ATC CAG AGG AAC AAT GAC TGC AAG GGT GGT ATG ATG CAA GAA TGG 
Val lie Gin Arg Asn Asn Asp «rys Lys Gly Gly Met Met Gin Glu Trp 

680 685 690 

CAT CAG AAA TTG CAT AAT AAT ACT AGT CCT GAT GAT GTT GTG ATC TGT 
His Gin Lys Leu His Asn Asn Thr Ser Pro Asp Aap Val Val He Cys 
695 700 70S 

CAG GCA TTA ATT GAC TAC ATC AAG AGT GAT TTT GAT CTT GGT GTT TAT 
Gin Ala Leu He Asp Tyr He Lys Ser Asp Phe Asp Leu Gly Val Tyr 
710 715 720 

TGG AAA ACC CTG AAT GAG AAC GGA ATA ACA AAA GAG CGT CTT TTG AGT 
Trp Lys Thr Leu Asn Glu Asn Gly He Thr Lys Glu Arg Leu Leu Ser 
"^25 730 735 740 

TAT GAC CGT GCT ATC CAT TCT GAA CCA AAT TTT AGA GGA GAT CAA AAG 
Tyr Asp Arg Ala He His Ser Glu Pro Asn Phe Arg Gly Asp Gin Lys 

745 750 755 



1700 



1748 



1796 



1844 



1B92 



1940 



1988 



2036 



2084 



2132 



2180 



2228 



2276 



2324 



2372 
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GGT GGT CTT TTG CGT GAT TTA GGT CAC TAT ATG AGA ACA TTG AAG GCA 2420 
Gly Gly Leu Leu Arg Asp Leu Giy His Tyr Net Arg Thr Leu Lys Ala 

760 765 770 

GTT CAT TCA GGT GCA GAT CTT GAG TCT GCT ATT GCA AAC TGC ATG GGC 2468 
Val His Ser Gly Ala Asp Leu Glu Ser Ala lie Ala Asn Cys Met Gly 
775 780 785 

TAC AAA ACT GAG GGA GAA GGC TTT ATG GTT GGA GTC CAG ATA AAT CCT 2516 
Tyr Lys Thr Glu Gly Glu Gly Phe Met Val Gly Val Gin He Asn Pro 
790 795 800 

GTA TCA GGC TTG CCA TCT GGC TTT CAG GAC CTC CTC CAT TTT GTC TTA 2564 
Val Ser Gly Leu Pro Ser Gly Phe Gin Asp Leu Leu His Phe Val Leu 
805 BIO 815 820 

GAC CAT GTG GAA GAT AAA AAT GTG GAA ACT CTT CTT GAG AGA TTG CTA 2612 
Asp His Val Glu Asp Lys Asn Val Glu Thr Leu Leu Glu Arg Leu Leu 

825 830 835 

GAG GCT CGT GAG GAG CTT AGG CCC TTG CTT CTC AAA CCA AAC AAC CGT 2660 
Glu Ala Arg Glu Glu Leu Arg Pro Leu Leu Leu Lys Pro Asn Asn Arg 

840 845 650 . 

CTA AAG GAT CTG CTG TTT TTG GAC ATA GCA CTT GAT TCT ACA GTT AGA 2708 
Leu Lys Asp Leu Leu Phe Leu Asp He Ala Leu Asp Ser Thr Val Arg 
855 860 865 

ACA GCA GTA GAA AGG GGA TAT GAA GAA TTG AAC AAC GCT AAT CCT GAG 2756 
Thr Ala Val Glu Arg Gly Tyr Glu Glu Leu Asn Asn Ala Asn Pro Glu 
870 875 880 

AAA ATC ATG TAC TTC ATC TCC CTC GTT CTT GAA AAT CTC GCA CTC TCT 2804 
Lys He Met Tyr Phe He Ser hexx Val Leu Glu Asn Leu Ala Leu Ser 
885 890 895 900 

GTG GAC GAT AAT GAA GAT CTT GTT TAT TGC TTG AAG GGA TGG AAT CAA 2852 
Val Asp Asp Asn Glu Asp Leu Val Tyr Cys Leu Lys Gly Trp Asn Gin 

905 910 915 

GCT CTT TCA ATG TCC AAT GGT GGG GAC AAC CAT TGG GCT TTA TTT GCA 2900 

Ala Leu Ser Met Ser Asn Gly Gly Asp Asn His Trp Ala Leu Phe Ala 

920 925 930 

AAA GCT GTG CTT GAC AGA ACC CGT CTT GCA CTT GCA AGC AAG GCA GAG 2948 
Lys Ala Val Leu Asp Arg Thr Arg Leu Ala Leu Ala Ser Lys Ala Glu 
935 940 945 

TGG TAC CAT CAC TTA TTG CAG CCA TCT GCC GAA TAT CTA GGA TCA ATA 2996 
Trp Tyr His His Leu Leu Gin Pro Ser Ala Glu Tyr Leu Gly Ser He 
950 955 960 

CTT GGG GTG GAC CAA TGG GCT TTG AAC ATA TTT ACT GAA GAA ATT ATA 3044 
Leu Gly Val Asp Gin Trp Ala Leu Asn He Phe Thr Glu Glu He He 
965 970 975 980 

CGT GCT GGA TCA GCA GCT TCA TTA TCC TCT CTT CTT AAT AGA CTC GAT 3092 
Arg Ala Gly Ser Ala Ala Ser Leu Ser Ser Leu Leu Asn Arg Leu Asp 

985 990 995 
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CCC GTG CTT CGG AAA ACT GCA AAT CTA GGA AGT TGG CAG ATT ATC AGT 3140 
Pro Val Leu Arg Lys Thr Ala Asn Leu Gly Ser Trp Gin lie lie Ser 

1000 1005 1010 

CCA GTT GAA GCC GTT GGA TAT GTT GTC GTT GTG GAT GAG TTG CTT TCA 3188 

Pro Val Glu Ala Val Gly Tyr Val Val Val Val Asp Glu Leu Leu Ser 
1015 1020 1025 

GTT CAG AAT GAA ATC TAC GAG AAG CCC ACG ATC TTA GTA. GCA AAA TCT 3236 
Val Gin Asn Glu lie Tyr Glu Lys Pro Thr lie Leu Val Ala Lys Ser 
1030 1035 1040 

GTT AAA GGA GAG GAG GAA ATT CCT GAT GGT GCT GTT GCC CTG ATA ACA 3284 
Val Lys Gly Glu Glu Glu lie Pro Asp Gly Ala Val Ala Leu lie Thr 
1-045 1050 1055 1060 

CCA GAC ATG CCA GAT GTT CTT TCA CAT GTT TCT GTT CGA GCT AGA AAT 3332 
Pro Asp Met Pro Asp Val Leu Ser His Val Ser Val Arg Ala Arg Asn 

1065 1070 1075 

GGG AAG GTT TGC TTT GCT ACA TGC TTT GAT CCC AAT ATA TTG GCT GAC 3380 
Gly Lys Val Cys Phe Ala Thr Cys Phe Asp Pro Asn He Leu Ala Asp 

1080 1085 1090 

CTC CAA GCA AAG GAA GGA AGG ATT TTG CTC TTA AAG CCT ACA CCT TCA 3428 
Leu Gin Ala Lys Glu Gly Arg He Leu Leu Leu Lys Pro Thr Pro Ser 
1095 1100 1105 

GAC ATA ATC TAT AGT GAG GTG AAT GAG ATT GAG CTC CAA AGT TCA AGT 3476 
Asp He He Tyr Ser Glu Val Asn Glu He Glu Leu Gin Ser Ser Ser 
1110 1115 1120 

AAC TTG GTA GAA GCT GAA ACT TCA GCA ACA CTT AGA TTG GTG AAA AAG 3524 
Asn Leu Val Glu Ala Glu Thr Ser Ala Thr Leu Arg Leu Val Lys Lys 
1125 1130 1135 1140 

CAA TTT GGT GGT TGT TAC GCA ATA TCA GCA GAT GAA TTC ACA AGT GAA 3572 
Gin Phe Gly Gly Cys Tyr Ala He Ser Ala Asp Glu Phe Thr Ser Glu 

1145 1150 1155 

ATG GTT GGA GCT AAA TCA CGT AAT ATT GCA TAT CTG AAA GGA AAA GTG 3620 
Met Val Gly Ala Lys Ser Arg Asn He Ala Tyr Leu Lys Gly Lys Val 

1160 1165 1170 

CCT TCC TCG GTG GGA ATT CCT ACG TCA GTA GCT CTT CCA TTT GGA GTC 3668 
Pro Ser Ser Val Gly He Pro Thr Ser Val Ala Leu Pro Phe Gly Val 

1175 1180 1185 

TTT GAG AAA GTA CTT TCA GAC GAC ATA AAT CAG GGA GTG GCA AAA GAG 3716 
Phe Glu Lys Val Leu Ser Asp Asp He Asn Gin Gly Val Ala Lys Glu 
1190 1195 1200 

TTG CAA ATT CTG ATG AAA AAA CTA TCT GAA GGA GAC TTC AGC GCT CTT 3764 
Leu Gin He Leu Met Lys Lys Leu Ser Glu Gly Asp Phe Ser Ala Leu 
1205 1210 1215 1220 

GGT GAA ATT CGC ACA ACG GTT TTA GAT CTT TCA GCA CCA GCT CAA TTG 3812 
Gly Glu He Arg Thr Thr Val Leu Asp Leu Ser Ala Pro Ala Gin Leu 

1225 1230 1235 
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GTC AAA GAG CTG AAG GAG AAG ATG CAG GGT TCT GGC ATG CCT TGG CCT 3860 
Val hys Glu Leu Lys Glu Lys Met Gin Gly Ser Gly Met Pro Trp Pro 

1240 1245 1250 

GGT GAT GAA GGT CCA AAG CGG TGG GAA CAA GCA TGG ATG GCC ATA AAA 3908 
Gly Asp Glu Gly Pro Lys Arg Trp Glu Gin Ala Trp Met Ala lie Lys 
1255 1260 1265 

AAG GTG TGG GCT TCA AAA TGG AAT GAG AGA GCA TAC TTC AGC ACA AGG 3956 
Lys Val Trp Ala Ser Lys Trp Asn Glu Arg Ala Tyr Phe Ser Thr Arg 
1270 1275 1280 

AAG GTG AAA CTG GAT CAT GAC TAT CTG TGC ATG GCT GTC CTT GTT CAA 4004 
Lys Val Lys Leu Asp His Asp Tyr Leu Cys Met Ala Val Leu Val Gin 
1285 1290 1295 1300 

GAA ATA ATA AAT GCT GAT TAT GCA TTT GTC ATT CAC ACA ACC AAC CCA 4052 

Glu lie He Asn Ala Asp Tyr Ala Phe Val He His Thr Thr Asn Pro 

1305 1310 1315 

TCT TCC GGA GAC GAC TCA GAA ATA TAT GCC GAG GTG GTC AGG GGC CTT 4100 

Ser Ser Gly Asp Asp Ser Glu He Tyr Ala Glu Val Val Arg Gly Leu 

1320 1325 1330 

GGG GAA ACA CTT GTT GGA GCT TAT CCA GGA CGT GCT TTG AGT TTT ATC 4146 
Gly Glu Thr Leu Val Gly Ala Tyr Pro Gly Arg Ala Leu Ser Phe He 
1335 1340 1345 

TGC AAG AAA AAG GAT CTC AAC TCT CCT CAA GTG TTA GGT TAC CCA AGC 4196 

Cys Lys Lys Lys Asp Leu Asn Ser Pro Gin Val Leu Gly Tyr Pro Ser 

1350 1355 1360 

AAA CCG ATC GGC CTT TTC ATA AAA AGA TCT ATC ATC TTC CGA TCT GAT 4244 
Lys Pro He Gly Leu Phe He Lys Arg Ser He He Phe Arg Ser Asp 
1365 1370 1375 1380 

TCC AAT GGG GAA GAT TTG GAA GGT TAT GCC GGT GCT GGC CTC TAC GAC 4292 
Ser Asn Gly Glu Asp Leu Glu Gly Tyr Ala Gly Ala Gly Leu Tyr Asp 

1385 1390 1395 

AGT GTA CCA ATG GAT GAG GAG GAA AAA GTT GTA ATT GAT TAC TCT TCC 4340 

Ser Val Pro Met Asp Glu Glu Glu Lys Val Val He Asp Tyr Ser Ser 

1400 1405 1410 

GAC CCA TTG ATA ACT GAT GGT AAC TTC CGC CAG ACA ATC CTG TCC AAC 4388 
Asp Pro Leu He Thr Asp Gly Asn Phe Arg Gin Thr He Leu Ser Asn 
1415 1420 1425 

ATT GCT CGT GCT GGA CAT GCT ATC GAG GAG CTA TAT GGC TCT CCT CAA 4436 
He Ala Arg Ala Gly His Ala He Glu Glu Leu Tyr Gly Ser Pro Gin 
1430 1435 1440 

GAC ATT GAG GGT GTA GTG AGG GAT GGA AAG ATT TAT GTC GTT CAG ACA 44B4 
Asp He Glu Gly Val Val Arg Asp Gly Lys He Tyr Val Val Gin Thr 
1445 1450 1455 1460 

AGA CCA CAG ATG T GATTATATTC TCGTTGTATG TTGTTCAGAG AAGACCACAG 4537 
Arg Pro Gin Met 

ATGTGATCAT ATTCTCATTG TATCAGATCT GTGACCACTT ACCTGATACC TCCCATGAAG 4597 
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TTACCTGTAT GATTATACGT GATCOiAAGC CATCACATCA TGTTCACCTT CAGCTATTGG 
AGGAGAAGTG AGAAGTAGGA ATTGaATAT GAGGAATAAT AAGAAAAACT TTGTAAAAGC 
TAAATTAGCT GGGTATGATA TAGGGAGAAA TGTGTAAACA TTGTACTATA TATA6TATAT 
ACACACGCAT TATGTATTGC ATTATGCACT GAATAATATC GCAGCATCAA AGAAGAAATC 
CTTTGGGTGG TTTCAAAAA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1464 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLBKULS: Protein 

<xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 

Met Ser Asn Ser Leu Gly Asn Asn Leu Leu Tyr Gin Gly Phe Leu Thr 
^ 5 10 15 

Ser Thr Val Leu Glu His Lys Ser Arg He Ser Pro Pro Cys Val Gly 

20 25 30 

Gly Asn Ser Leu Phe Gin Gin Gin Val He Ser Lys Ser Pro Leu Ser 
35 40 45 

Thr Glu Phe Arg Gly Asn Arg Leu Lys Val Gin Lys Lys Lys He Pro 
50 55 60 

Met Glu Lys Lys Arg Ala Phe Ser Ser Ser Pro His Ala Val Leu Thr 
^5 70 75 80 

Thr Asp Thr Ser Ser Glu Leu Ala Glu Lys Phe Ser Leu Gly Gly Asn 

85 90 95 

He Glu Leu Gin Val Asp Val Arg Pro Pro Thr Ser Gly Asp Val Ser 

100 105 110 

Phe Val Asp Phe Gin Val Thr ;isn Gly Ser Asp Lys Leu Phe Leu His 
lis 120 125 

Trp Gly Ala Val Lys Phe Gly Lys Glu- Thr Trp Ser Leu Pro Asn Asp 
130 135 

Arg Pro Asp Gly Thr Lys Val lyx Lys Asn Lys Ala Leu Arg Thr Pro 

150 155 160 

Phe Val Lys Ser Gly Ser Asn Ser He Leu Arg Leu Glu lie Arg Asp 

165 170 175 

Thr Ala He Glu Ala He Glu Phe Leu He Tyr Asp Glu Ala His Asp 

IBO 185 190 

Lys Trp He Lys Asn Asn Gly Gly Asn Phe Arg Val Lys Leu Ser Arg 
195 200 205 



4657 
4717 
4777 
4837 
4856 
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Lys Glu He Arg Gly Pro Asp Val Ser Val Pro Glu Glu Leu Val Gin 
210 215 220 

He Gin Ser Tyr Leu Arg Trp Glu Arg Lys Gly Lys Gin Asn Tyr Pro 
225 230 235 240 

Pro Glu Lys Glu Lys Glu Glu Tyr Glu Ala Ala Arg Thr Val Leu Gin 

245 250 255 

Glu Glu He Ala Arg Gly Ala Ser He Gin Asp He Arg Ala Arg Leu 

260 265 270 

Thr Lys Thr Asn Asp Lys Ser Gin Ser Lys Glu Glu Pro Leu His Val 
275 280 285 

Thr Lys Ser Asp He Pro Asp Asp Leu Ala Gin Ala Gin Ala Tyr He 
290 295 300 

Arg Trp Glu Lys Ala Gly Lys Pro Asn Tyr Pro Pro Glu Lys Gin He 
305 310 315 320 

Glu Glu Leu Glu Glu Ala Arg Arg Glu Leu Gin Leu Glu Leu Glu Lys 

325 330 335 

Gly He Thr Leu Asp Glu Leu Arg Lys Thr He Thr Lys Gly Glu He 

340 345 350 

Lys Thr Lys Val Glu Lys His Leu Lys Arg Ser Ser Phe Ala Val Glu 
355 360 365 

Arg He Gin Arg Lys Lys Arg Asp Phe Gly His Leu He Asn Lys Tyr 
370 375 380 

Thr Ser Ser Pro Ala Val Gin Val Gin Lys Val Leu Glu Glu Pro Pro 
385 390 395 400 

Ala Leu Ser Lys He Lys Leu Tyr Ala Lys Glu Lys Glu Glu Gin He 

405 410 415 

Asp Asp Pro He Leu Asn Lys Lys He Phe Lys Val Asp Asp Gly Glu 

420 425 430 

Leu Leu Val Leu Val Ala Lys Ser Ser Gly Lys Thr Lys Val His Leu 
435 440 445 

Ala Thr Asp Leu Asn Gin Pro He Thr Leu His Trp Ala Leu Ser Lys 
450 455 460 

Ser Pro Gly Glu Trp Met Val Pro Pro Ser Ser He Leu Pro Pro Gly 
465 470 475 480 

Ser He He Leu Asp Lys Ala Ala Glu Thr Pro Phe Ser Ala Ser Ser 

485 490 495 

Ser Asp Gly Leu Thr Ser Lys Val Gin Ser Leu Asp He Val He Glu 

500 505 510 

Asp ciy Asn Phe Val Gly Met Pro Phe Val Leu Leu Ser Gly Glu Lys 
515 520 525 



11 



"^OSVnm PCT/EP96/04I09 



Trp He Lys Asn Gin Gly Ser Asp Phe Tyr Val Gly Phe Ser Ala Ala 
530 



Lys Leu Ala Leu Lys Ala Ala Gly Asp Gly Ser Gly Thr Ala Lvs 

550 555 560 

Ser Leu Leu Asp Lys He Ala Asp Met Glu Ser Glu Ala Gin Lys Ser 

565 570 575 

Phe Met His Arg Phe Asn He Ala Ala Asp Leu He Glu Asp Ala Thr 

580 585 590 

Ser Ala Gly Glu Leu Gly Phe Ala Gly He Leu Val Trp Met Arg Phe 

595 600 605 

Met Ala Thr Arg Gin Leu He Trp Asn Lys Asn Tyr Asn Val Lys Pro 
610 615 g20 

Arg Glu He Ser Lys Ala Gin Asp Arg Leu Thr Asp Leu Leu Gin Asn 
"5 630 635 640 

Ala Phe Thr Ser His Pro Gin Tyr Arg Glu He Leu Arg Met He Met 

645 650 655 

Ser Thr Val Gly Arg Gly Gly Glu Gly Asp Val Gly Gin Arg He Arg 

660 665 670 

Asp Glu He Leu Val He Gin .\rg Asn Asn Asp Cys Lys Gly Gly Met 
675 680 685 

Met Gin Glu Trp His Gin Lys Leu His Asn Asn Thr Ser Pro Asp Asp 
690 695 700 

Val Val He Cys Gin Ala Leu He Asp Tyr He Lys Ser Asp Phe Asd 
''OS 710 715 720 

Leu Gly Val Tyr Trp Lys Thr Leu Asn Glu Asn Gly He Thr Lys Glu 

725 730 735 

Arg Leu Leu Ser Tyr Asp Arg Ala He His Ser Glu Pro Asn Phe Arg 

740 745 750 

Gly Asp Gin Lys Gly Gly Leu Leu Arg Asp Leu Gly His Tyr Met Arg 

755 760 765 

Thr Leu Lys Ala Val His Ser Gly Ala Asp Leu Glu Ser Ala He Ala 
770 775 780 

Asn Cys Met Gly Tyr Lys Thr Glu Gly Glu Gly Phe Met Val Gly Val 
■^85 790 795 800 

Gin He Asn Pro Val Ser Gly Leu Pro Ser Gly Phe Gin Asp Leu Leu 

805 810 815 

His Phe Val Leu Asp His Val Glu Asp Lys Asn Val Glu Thr Leu Leu 

B20 825 830 

Glu Arg Leu Leu Glu Ala Arg CSlu Glu Leu Arg Pro Leu Leu Leu Lys 
G35 «40 845 

^8 
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Pro Asn Asn Arg Leu Lys Asp Leu Leu Phe Leu Asp lie Ala . Leu Asp 
650 855 860 

Ser Thr Val Arg Thr Ala Val Glu Arg Gly Tyr Glu Glu Leu Asn Asn 
SS5 870 875 880 

Ala Asn Pro Glu Lys He Met Tyr Phe He Ser Leu Val Leu Glu Asn 

685 890 895 

Leu Ala Leu Ser Val Asp Asp Asn Glu Asp Leu Val Tyr Cys Leu Lys 

900 905 910 

Gly Trp Asn Gin Ala Leu Ser Met Ser Asn Gly Gly Asp Asn His Trp 
915 920 925 

Ala Leu Phe Ala Lys Ala Val Leu Asp Arg Thr Arg Leu Ala Leu Ala 
930 935 940 

Ser Lys Ala Glu Trp Tyr His His Leu Leu Gin Pro Ser Ala Glu Tyr 
945 950 955 . 960 

Leu Gly Ser He Leu Gly Val Asp Gin Trp Ala Leu Asn He Phe Thr 

965 970 975 

Glu Glu He He Arg Ala Gly Ser Ala Ala Ser Leu Ser Ser Leu Leu 

980 985 990 

Asn Arg Leu Asp Pro Val Leu Arg Lys Thr Ala Asn Leu Gly Ser Trp 
995 lOOO 1005 

Gin He He Ser Pro Val Glu Ala Val Gly Tyr Val Val Val Val Asp 
1010 1015 1020 

Glu Leu Leu Ser Val Gin Asn Glu He Tyr Glu Lys Pro Thr He Leu 
1025 1030 1035 1040 

Val Ala Lys Ser Val Lys Gly Glu Glu Glu He Pro Asp Gly Ala Val 

1045 1050 1055 

Ala Leu He Thr Pro Asp Met Pro Asp Val Leu Ser His Val Ser Val 

1060 1065 1070 

Arg Ala Arg Asn Gly Lys Val Cys Phe Ala Thr Cys Phe Asp Pro Asn 
1075 1080 1065 

He Leu Ala Asp Leu Gin Ala Lys Glu Gly Arg He Leu Leu Leu Lys 
1090 1035 1100 

Pro Thr Pro Ser Asp He He Tyr Ser Glu Val Asn Glu He Glu Leu 
1105 1110 1115 1120 

Gin Ser Ser Ser Asn Leu Val Glu Ala Glu Thr Ser Ala Thr Leu Arg 

1125 1130 1135 

Leu Val Lys Lys Gin Phe Gly Gly Cys Tyr Ala He Ser Ala Asp Glu 

1140 1145 1150 

Phe Thr Ser Glu Met Val Gly Ala Lys Ser Arg Asn He Ala Tyr Leu 
1155 1160 1165 
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Lys Gly Lys Val Pro Ser Ser Val Gly He Pro Thr Ser Val Ala Leu 
1170 1175 1180 

Pro Phe Gly Val Phe Glu Lys Val Leu Ser Asp Asp He Asn Gin Gly 
1185 1190 1195 1200 

Val Ala Lys Glu Leu Gin He Leu Met Lys Lys Leu Ser Glu Gly Asp 

1205 1210 1215 

Phe Ser Ala Leu Gly Glu He Arg Thr Thr Val Leu Asp Leu Ser Ala 

1220 1225 1230 

Pro Ala Gin Leu Val Lys Glu Leu Lys Glu Lys Met Gin Gly Ser Gly 
1235 1240 1245 

Met Pro Trp Pro Gly Asp Glu Gly Pro Lys Arg Trp Glu Gin Ala Trp 
1250 1255 1260 

Met Ala He Lys Lys Val Trp Ala Ser Lys Trp Asn Glu Arg Ala Tyr 
1265 1270 1275 1280 

Phe Ser Thr Arg Lys Val Lys Leu Asp His Asp Tyr Leu Cys Met Ala 

1285 1290 1295 

Val Leu Val Gin Glu He He Asn Ala Asp Tyr Ala Phe Val He His 

1300 1305 1310 

Thr Thr Asn Pro Ser Ser Gly Asp Asp Ser Glu He Tyr Ala Glu Val 
1315 1320 1325 

Val Arg Gly Leu Gly Glu Thr Leu Val Gly Ala Tyr Pro Gly Arg Ala 
1330 1335 1340 

Leu Ser Phe He Cys Lys Lys Lys Asp Leu Asn Ser Pro Gin Val Leu 
1345 1350 1355 1360 

Gly Tyr Pro Ser Lys Pro He Sly Leu Phe He Lys Arg Ser He He 

1365 1370 1375 

Phe Arg Ser Asp Ser Asn Gly 31u Asp Leu Glu Gly Tyr Ala Gly Ala 

1380 1385 1390 

Gly Leu Tyr Asp Ser Val Pro Met Asp Glu Glu Glu Lys Val Val He 
1395 1400 1405 

Asp Tyr Ser Ser Asp Pro Leu He Thr Asp Gly Asn Phe Arg Gin Thr 
1410 1415 1420 

He Leu Ser Asn He Ala Arg Ala Gly His Ala He Glu Glu Leu Tyr 
1425 1430 1435 1440 

Gly Ser Pro Gin Asp He Glu Gly Val Val Arg Asp Gly Lys He Tyr 

1445 1450 1455 

Val Val Gin Thr Arg Pro Gin Met 
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(2) ANGABEN ZU 5EQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) liftMGE: 1918 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKDLS: cDNA zu mRNA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUKFT: 

(A) ORGANISNUS: Solanum tuberosiiin 

(B) STAMM: C.V. Desiree 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCKLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:1. .1555 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

GCA GAG TGG TAC CAT CAC TTA TTG CAG CCA TCT GCC GAA TAT CTA GGA 48 
Ala Glu Trp Tyr His His Leu Leu Gin Pro Ser Ala Glu Tyr Leu Gly 
1 5 10 15 

TCA ATA CTT GGG GTG GAC CAA TGG GCT TTG AAC ATA TTT ACT GAA GAA 96 
Ser lie Leu Gly Val Asp Gin Trp Ala Leu Asn lie Phe Thr Glu Glu 

20 25 .30 

ATT ATA CGT GCT GGA TCA GCA GCT TCA TTA TCC TCT CTT CTT AAT AGA 144 
lie lie Arg Ala Gly Ser Ala Ala Ser Leu Ser Ser Leu Leu Asn Arg 
35 40 45 

CTC GAT CCC GTG CTT CGG AAA ACT GCA AAT CTA GGA AGT TGG CAG ATT 192 
Leu Asp Pro Val Leu Arg Lys Thr Ala Asn Leu Gly Ser Trp Gin lie 
50 55 60 

ATC AGT CCA GTT GAA GCC GTT GGA TAT GTT GTC GTT GTG GAT GAG TTG 240 
He Ser Pro Val Glu Ala Val Gly Tyr Val Val Val Val Asp Glu Leu 
65 70 75 . 80 

CTT TCA GTT CAG AAT GAA ATC TAC GAG AAG CCC ACG ATC TTA GTA GCA 288 
Leu Ser Val Gin Asn Glu He Tyr Glu Lys Pro Thr He Leu Val Ala 

85 90 95 

AAA TCT GTT AAA GGA GAG GAG GAA ATT CCT GAT GGT GCT GTT GCC CTG 336 
Lys Ser Val Lys Gly Glu Glu Glu He Pro Asp Gly Ala Val Ala Leu 

100 105 110 

ATA ACA CCA GAC ATG CCA GAT GTT CTT TCA CAT GTT TCT GTT CGA GCT 384 
He Thr Pro Asp Met Pro Asp Val Leu Ser His Val Ser Val Arg Ala 
115 120 125 

AGA AAT GGG AAG GTT TGC TTT GCT ACA TGC TTT GAT CCC AAT ATA TTG 432 
Arg Asn Gly Lys Val Cys Phe Ala Thr Cys Phe Asp Pro Asn He Leu 
130 135 140 

GCT GAC CTC CAA GCA AAG GAA GGA AGG ATT TTG CTC TTA AAG CCT ACA 480 
Ala Asp Leu Gin Ala Lys Glu Gly Arg He Leu Leu Leu Lys Pro Thr 
145 150 ^ 155 160 

51 



wo 97/11188 



PCT/EP96/a4109 



CCT TCA GAC ATA ATC TAT AGT C3AG GTG AAT GAG ATT GAG CTC CAA AGT 
Pro Ser Asp lie lie Tyr Ser Glu Val Asn Glu lie Glu Leu Gin Ser 

165 170 2^75 

TCA AGT AAC TTG GTA GAA GCT GAA ACT TCA GCA ACA CTT AGA TTG GTG 
Ser Ser Asn Leu Val Glu Ala Glu Thr Ser Ala Thr Leu Arg Leu Val 

185 190 

AAA AAG CAA TTT GGT GGT TGT TAC GCA ATA TCA GCA GAT GAA TTC ACA 
Lys Lys Gin Phe Gly Gly Cys Tyr Ala He Ser Ala Asp Glu Phe Thr 

200 205 

AGT GAA ATG GTT GGA GCT AAA TCA CGT AAT ATT GCA TAT CTG AAA GGA 
Ser Glu Met Val Gly Ala Lys Ser Arg Asn He Ala Tyr Leu Lys Gly 
210 215 220 

AAA GTG CCT TCC TCG GTG GGA ATT CCT ACG TCA GTA GCT CTT CCA TTT 
Lys Val Pro Ser Ser Val Gly He Pro Thr Ser Val Ala Leu Pro Phe 

230 235 240 

GGA GTC TTT GAG AAA GTA CTT TCA GAC GAC ATA AAT CAG GGA GTG GCA 
Gly Val Phe Glu Lys Val Leu Ser Asp Asp He Asn Gin Gly Val Ala 

245 250 255 

AAA GAG TTG CAA ATT CTG ACA AAA AAA CTA TCT GAA GGA GAC TTT AGC 
Lys Glu Leu Gin He Leu Thr Lys Lys Leu Ser Glu Gly Asp Phe Ser 

260 265 270 

GCT CTT GGT GAA ATT CGC ACA ACG GTT TTA GAT CTT TCG ACA CCA GCT 
Ala Leu Gly Glu He Arg Thr Thr Val Leu Asp Leu Ser Thr Pro Ala 
275 280 2B5 

CAA TTG GTC AAA GAG CTG AAG GAG AAG ATG CAG GGT TCT GGC ATG CCT 
Gin Leu Val Lys Glu Leu Lys Glu Lys Met Gin Gly Ser Gly Met Pro 
290 295 300 

TGG CCT GGT GAT GAA GGT CCA AAG CGG TGG GAA CAA GCA TGG ATG GCC 
Trp Pro Gly Asp Glu Gly Pro Lys Arg Trp Glu Gin Ala Trp Met Ala 

310 315 320 

ATA AAA AAG GTG TGG GCT TCA AAA TGG AAT GAG AGA GCA TAC TTC AGC 
He Lys Lys Val Trp Ala Ser Lys Trp Asn Glu Arg Ala Tyr Phe Ser 

325 330 335 

ACA AGG AAG GTG AAA CTG GAT CAT GAC TAT CTG TGC ATG GCT GTC CTT 

Thr Arg Lys Val Lys Leu Asp His Asp Tyr Leu Cys Met Ala Val Leu 

340 345 35Q 

GTT CAA GAA ATA ATA AAT GCT GAT TAT GCA TTT GTC ATT CAC ACA ACC 
Val Gin Glu He He Asn Ala Asp Tyr Ala Phe Val He His Thr Thr 
355 360 365 

AAC CCA TCT TCC GGA GAC GAC TCA GAA ATA TAT GCC GAG GTG GTC AGG 
Asn Pro Ser Ser Gly Asp Asp Ser Glu He Tyr Ala Glu Val Val Arc 
370 375 380 

GGC CTT GGG GAA ACA CTT GTT 'SGA GCT TAT CCA GGA CGT GCT TTG AGT 
Gly Leu Gly Glu Thr Leu Val Gly Ala Tyr Pro Gly Arg Ala Leu Ser 

390 395 400 

&2 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



1104 



1152 



1200 
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TTT ATC TGC AAG AAA AAG GAT CTC AAC TCT CCT CAA GTG TTA GGT TAG 1248 
Phe lie Cys Lys l*ys Lys Asp Leu Asn Ser Pro Gin Val Leu Gly Tyr 

405 410 415 

CCA AGC AAA CCG ATC GGC CTT TTC ATA AAA AGA TCT ATC ATC TTC CGA 1296 
Pro Ser Lys Pro He Gly Leu Phe He Lys Arg Ser lie He Phe Arg 

420 425 430 

TCT GAT TCC AAT GGG GAA GAT TTG GAA GGT TAT GCC GGT GCT GGC CTC 1344 
Ser Asp Ser Asn Gly Glu Asp Leu Glu Gly Tyr Ala Gly Ala Gly Leu 
435 440 445 

TAC GAC AGT GTA CCA ATG GAT GAG GAG GAA AAA GTT GTA ATT GAT TAC 1392 
Tyr Asp Ser Val Pro Met Asp Glu Glu Glu Lys Val Val He Asp Tyr 
450 455 460 

TCT TCC GAC CCA TTG ATA ACT GAT GGT AAC TTC CGC CAG ACA ATC CTG . 1440 

Ser Ser Asp Pro Leu He Thr Asp Gly Asn Phe Arg Gin Thr He Leu 

465 470 475 460 

TCC AAC ATT GCT CGT GCT C3GA CAT GCT ATC GAG GAG CTA TAT GGC TCT 1488 
Ser Asa He Ala Arg Ala Gly His Ala He Glu Glu Leu Tyr Gly Ser 

485 490 495 

CCT CAA GAC ATT GAG GGT GTA GTG AGG GAT GGA AAG ATT TAT GTC GTT 1536 
Pro Gin Asp He Glu Gly Val . Val Arg Asp Gly Lys He Tyr Val Val 

500 505 510 

CAG ACA AGA CCA CAG ATG T GATTATATTC TCGTTGTATG TTGTTCAGAG 1585 
Gin Thr Arg Pro Gin Met 
515 

AAGAGCACAG ATGTGATCAT ATTCTCATTG TATCAGATCT GTGACCACTT ACCTGATACC 1645 

TCCCATGAAG TTACCTGTAT GATTATACGT GATCCAAAGC CATCACATCA TGTTCACCTT 1705 

CAGCTATTGG AGGAGAAGTG AGAAGTAGGA ATTGCAATAT GAGGAATAAT AAGAAAAACT 1765 

TTGTAAAAGC TAAATTAGCT GGGTATGATA TAGGGAGAAA TGTGTAAACA TTGTACTATA 1825 

TATAGTATAT ACACACGCAT TATGTATTGC ATTATGCACT GAATAATATC GCAGCATCAA 1685 

AGAAGAAATC CTTTOGGTGG TTTCAAAAAA AAA 1918 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUEKZKEMNZEZCHEN: 

(A) lAngE: 518 Aminos&uren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Ala Glu Trp Tyr His His Leu Leu Gin Pro Ser Ala Glu Tyr Leu Gly 
1 5 10 15 



Ser He Leu Gly Val Asp Gin Trp Ala Leu Asn He Phe Thr Glu Glu 

20 25 30 

S3 
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He He Arg Ala Gly Ser Ala Ala Ser Leu Ser Ser Leu Leu Asn Arg 
35 40 45 

Leu Asp Pro Val Leu Arg Lys Thr Ala Asn Leu Gly Ser Trp Gin He 
50 55 60 

He Ser Pro Val Glu Ala Val Gly Tyr Val Val Val Val Asp Glu Leu 
" 70 75 eo 

Leu Ser Val Gin Asn Glu He Tyr Glu Lys Pro Thr He Leu Val Ala 

85 90 95 

Lys Ser Val Lys Gly Glu Glu Glu He Pro Asp Gly Ala Val Ala Leu 

105 110 

He Thr Pro Asp Met Pro Asp Val Leu Ser His Val Ser Val Arg Ala 
115 120 125 

Arg Asn Gly Lys Val Cys Phe Ala Thr Cys Phe Asp Pro Asn He Leu 

. 130 135 

Ala Asp Leu Gin Ala Lys Glu Gly Arg He Leu Leu Leu Lys Pro Thr 

145 150 1 ce 

155 160 

Pro Ser Asp He He Tyr Ser Glu Val Asn Glu He Glu Leu Gin Ser 

165 170 175 

Ser Ser Asn Leu Val Glu Ala Glu Thr Ser Ala Thr Leu Arg Leu Val 

180 IBS 190 

Lys Lys Gin Phe Gly Gly Cys Tyr Ala He Ser Ala Asp Glu Phe Thr 
195 200 205 

Glu Met Val Gly Ala Lys Ser Arg Asn He Ala Tyr Leu Lys Glv 
.210 215 .220 ^ y 

Lys Val Pro Ser Ser Val Gly He Pro Thr Ser Val Ala Leu Pro Phe 

230 235 240 

Gly Val Phe Glu Lys Val Leu Ser Asp Asp He Asn Gin Gly Val Ala 

245 250 255 

Lys Glu Leu Gin He Leu Thr Lys Lys Leu Ser Glu Gly Asp Phe Ser 

260 265 270 

Ala Leu Gly Glu He Arg Thr Thr Val Leu Asp Leu Ser Thr Pro Ala 
275 280 285 

Gin Leu Val Lys Glu Leu Lys Glu Lys Met Gin Gly Ser Gly Met Pro 
290 295 300 

Trp Pro Gly Asp Glu Gly Pro IJys Arg Trp Glu Gin Ala Trp Met Ala 

310 315 320 

He Lys Lys Val Trp Ala Ser Lys Trp Asn Glu Arg Ala Tyr Phe Ser 

325 330 335 

Thr Arg Lys Val Lys Leu Asp His Asp Tyr Leu Cys Met Ala Val Leu 

. 340 345 350 

5U 
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Val Gin Glu lie He Asn Ala Asp Tyr Ala Phe Val He His Thr Thr 
355 360 365 

Asn Pro Ser Ser Gly Asp Asp Ser Glu He Tyr Ala Glu Val Val Arg 
370 375 380 

Gly Leu Gly Glu Thr Leu Val Gly Ala Tyr Pro Gly Arg Ala Leu Ser 
385 390 395 400 

Phe He Cys Lys Lys Lys Asp Leu Asn Ser Pro Gin Val Leu Gly Tyr 

405 410 415 

Pro Ser Lys Pro He Gly Leu Phe He Lys Arg Ser He He Phe Arg 

420 425 430 

Ser Asp Ser Asn Gly Glu Asp Leu Glu Gly Tyr Ala Gly Ala Gly Leu 
435 440 445 

Tyr Asp Ser Val Pro Met Asp Glu Glu Glu Lys Val Val He Asp Tyr 
450 455 460 

Ser Ser Asp Pro Leu He Thr Asp Gly Asn Phe Arg Gin Thr He Leu 
465 470 475 480 

Ser Asn He Ala Arg Ala Gly His Ala He Glu Glu Leu Tyr Gly Ser 

485 490 495 

Pro Gin Asp He Glu Gly Val Val Arg Asp Gly Lys He Tyr Val Val 

500 505 510 

Gin Thr Arg Pro Gin Met 
515 



35 
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ANGABEN ZU EINEM HINTERLEGTEN MIKROORGANISMUS 

(Rcgcl 13*«»PCT) 




A. f ^"g^fen beirc ffen den Miknjqrganismus. der in der Beschrcibung genannt ist 



B. KENNZEICHNUNG DER HINTERLEGtNG 
Name dcr Himcrlegungsstelle 

DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 

Anschnfi dcr HimeriegungssieJic teinscMiefilich Postieitzahi undUndi 

Mascheroder Weg lb 

38124 Braunschweig 
DE 



Weiieie Hinierlegungen sind auf eincm i — : 
zusaulichcn Blaiigckcnnzeichncc I ! 



Datum der Hintcrleeuns 
20. 10. I99l 
20.08.1990 
04.09. 1QQS 



Eineanesnummer 
DSM" 9505 
DSM 6146 
DSM 10225 



C. WEITERE ANGABEN (falis mcht zutreffend, hirte frei iasseni 

Der Anmelder niinint Kegel 2G(4) EPO in Anspruch. 



Die Angabcn werden auf einem i — i 
gesonderten Blait fortgeseui LJ 




D. 



BESTIMMUNGSSTAATEN. FUR DIE ANGABEN GEMACHT WERDEN 
(faiis die Angaben nichtfur atie Bestimtnungsstamen geheni 




Die nachstehenden Angaben werden spater beim Iniemationalen Biiro eingereicht (bine Art der Angabei 
z,B. tmgangsnummer der Hinterlegung'i 



n nennen. 



Nur 2ur Verwcndung im Anmeldeamt — 

n Dieses B latt ist eingegangen'mit dcr intemationalen 
Anmeldung 




Nur zur Verwcndung im intemationalen BUro 
I I Dieses Blatt ist beim Intemationalen Biiro eingegangen 



am: 



Bevollmachtigter Bedicnsteter 



FbmiblattPCT/RO/l54(JuIi 1992) 
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PatentansprUche 

1. NucleinsSureiDolektil, das fttr ein Protein codiert, das in 
pflanzlichen Zellen sovohl an Stiirkekorner gebunden vor- 
liegt, als auch in loslicher Form, ausgev&hlt aus der 
Gruppe bestehend aus: 

(a) NucleinsauremolekUlen, die fttr ein Protein mit der 
unter Seq ID No. 2 angegebenen Aminosauresequenz co- 
dieren; 

(b) NucleinsSuremolekttlen, die die codierende Region der 
unter Seq ID No. 1 angegebenen Nucleotidsequenz um- 
fassen; 

(c) Nucleins^uremolekUlen, die mit den unter (a) Oder 
(b) genaniiten Nucleinsauremolekttlen hybridisieren; 

(d) Nucleinsauremolekttlen, deren Sequenz aufgrund des 
genetischen Codes degeneriert ist im Vergleich zu 
den Sequenzen der unter (a), (b) oder (c) genannten 
NucleinsauremolekUle; und 

(e) Fragmenten, Derivaten oder allelischen Varianten der 
unter (a) bis (d) genannten Nucleinsauremolekttle. 

2. Vektor enthaltend ein Nucleinsaurenolekttl nach Anspruch 
1. 

3 . Vektor nach Anspruch 2 , wobei das NucleinsauremolekUl 
verknUpft ist mit regulator ischen Elementen, die die 
Transkription in eukaryontischen oder prokaryontischen 
Zellen gewahrleisten. 

4. Wirtszelle, die genetisch modifiziert ist mit einem 
NucleinsauremolekUl nach Anspruch 1 oder einem Vektor 
nach Anspruch 2 oder 3« 

5. Wirtszelle nach Anspruch 4, die eine transgene Pflanzen- 
zelle ist. 
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6. Pflanze enthaltend Pf lanzenzellen nach Anspruch 5. 

7. Starke erhSltlich aus Pf lanzenzellen nach Anspruch 5 
Oder einer Pflanze nach Anspruch 6. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Proteins/ das in pflanz- 
lichen Zellen sowohl an StHrkekarner gebunden vorliegt 
als auch in ISslicher Porn, bei dem eine Wirtszelle nach 
Anspruch 4 unter Bedingungen kultiviert wird, die die 
Expression des Proteins erlauben, und das Protein aus 
den Zellen und/ Oder dem Kulturmedium isoliert wird. 

9. Protein, das durch ein NucleinsSurenolekai nach Anspruch 
1 codiert wird Oder das erhSltlich ist durch ein Verfah-^ 
ren nach Anspruch 8, 

10. AntikSrper, der spezifisch ein Protein nach Anspruch 9 
erkennt. 

11. NucleinsMuremolektil yon mindestens 15 Nucleotiden Lange, 
das spezifisch mit einen Nucleinsauremoleklil nach An- 
spruch 1 hybridisiert. 

12. DNA-^Molekiil codierend eine antisense-RNA, die komplemen- 
tar ist zu Transkripten eines DNA-MolekUls nach Anspruch 
1. 

13. DNA-MolekUl codierend eine RNA lait Ribozymaktivitat, die 
spezifisch Transkripte eines DNA-Molektils nach Anspruch 



14, DNA-MolekUl, codierend eine RNA, die bei Expression in 
einer pflanzlichen Zelle aufgrund eines Cosuppressions- 
Effektes zur Verringerung der Expression eines Nuclein- 
saureroolektils nach Anspruch 1 filhrt. 

68 
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15. Vektor enthaltend ein DNA-Molektil nach einem der Ansprii- 
Che 12 bis 14. 

16. Vektor nach Anspruch 15, vobei das DNA-Molekai kombl- 
niert ist mit regulatorischen DNA-Eleaenten, die die 
Transkription in pflanzlichen Zellen gevShrleisten. 

17. Wirtszelle enthaltend ein DNA-Molekttl nach einem der An- 
sprttche 12 bis 14 Oder einen Vektor nach Anspruch 15 
Oder 16* 

18. Transgene Pflanzenzelle enthaltend ein DNA-MolekUl nach 
einem der AnsprUche 12 bis 14 in Kombination mit regula- 
torischen DNA-Elementen^ die die Transkription in 
pflanzlichen Zellen gewShrleisten. 

19. Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 18, bei der die 
Aktivit&t mindestens eines veiteren, an der St^rkebio- 
synthese oder -mpdif ikation beteiligten Enzyms verrin- 
gert ist im Vergleich zu nichtransformierten Pflanzen. 

20. Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 19, bei der die 
AktivitSt eines Verzveigungsenzyms verringert ist. 

21. Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 20, bei der die 
Aktivitfit einer st^rkekorngebundenen Stiirkesynthase der 
Isoform I (GBSSI) verringert ist. 

22. Transgene Pflanze erhSltlich durch Regeneration einer 
Pflanzenzelle nach einem der AnsprUche 18 bis 21. 

23. Stfirke erhMltlich aus Pf lanzenzellen nach einem der An- 
sprUche 18 bis 21 Oder Pflanzen nach Anspruch 22. 

83 
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24. 



25. 



26. 



27. 



28. 



29. 



30. 



31. 



RNA-MolekUl erhSltlich durch Transkription eines DNA Mo- 
lekUls nach einem der Anspriiche 12 bis 14. 

Verfahren zur Herstellung von transgenen Pf lanzenzellen, 
die eine modif izierte Stfirke synthetisieren, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB in den Zellen die Menge von Proteinen 
nach Anspruch 10 verringert wird, die endogen in der 
Zelle synthetisiert werden. 

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Verringerung der Menge der Proteine nach Anspruch 10 
in den Zellen durch einen antisense-Effekt erzielt wird. 

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Verringerung der Menge der Proteine nach Anspruch 10 
in den Zellen durch einen Ribozymef f ekt erzielt wird. 

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Verringerung der Menge der Proteine nach Anspruch 10 
in den Zellen durch einen Cosuppressions-Ef fekt erzielt 



Verfahren nach einem der AnsprUche 25 bis 28, wobei die 
Enzymaktivitat mindestens eines weiteren an der StSrke- 
biosynthese und/oder Modifikation beteiligten Enzyms re- 
duziert wird. 

Verfahren nach Ansspruch 29, wobei das Enzym ein Verzwei- 
gungsenzyn ist. 

Verfahren nach Anspruch 29, wobei das Enzym eine stSrke- 
korngebundene StSrkesynthase der Isoform I (GBSSI) ist. 

Pflanzenzelle erhSltlich durch ein Verfahren nach einem 
der Ansprtiche 25 bis 31. 
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33. Transgene Pflanze erhSltlich durch Regeneration der 
Pflanzenzelle nach Anspruch 32. . 

34. StSrke erhaltlich aus Pf lanzenzellen nach Anspruch 32 
Oder einer Pflanze nach Anspruch 33. 

35. Starke nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
aus Kartoffel staxsmt. 

36. Vennehrungsmaterial von Pflanzen nach Anspruch 6 enthal- 
tend Pf lanzenzellen nach Anspruch 5. 

37. Vemehrungsmaterial von Pflanzen nach Anspruch 22 oder 
32, enthaltend Pf lanzenzellen nach einem der Ansprilche 
18 bis 21 Oder nach Anspruch 32. 

Transgene Pflanze nach Anspruch 22 oder 33, die eine 
Kartof felpf lanze ist. 

Knolle einer Kartof felpf lanze nach Anspruch 38. 

Knolle nach Anspruch 39, die im Vergleich zu Knollen von 
Wildtyp-Pf lanzen ein verringertes '^cold sweetening*' auf- 
veist. 



38. 

39. 
40. 
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